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INTRODUCCION
Generalidades

La transmision sindptica en los sistemas nerviosos de una gran cantidad de especies animales,
especialmente vertebrados, es i proceso que incluye, entre otros clementos, la emision de
sefiales aterdgradas que conocemos como neurotransmisores, moléaias de muy varinble
composicion quimica. Se trata fundamentalmente de aminodcidos, péptidos pequerios y aminas
hingénicas que son responsables de eventos ripidos de comunicucién quitica, en forma de
acciones sindpticas excitatorias ¢ inhibitorias (Kandel ot al., 1991; Jessell y Kandel, 1993), La
comunicacion sindptica estd controlada por una serie de protefnas con caracteristicus propias que
las agrupan en Tamilias, y que establecen un sinmimero de interaccionies con las noléeuks
newrotransmisoras. Todus ellas son proteinas integrales de membirana que s¢ locatizan
principalmente en ¢l sistema nervioso, aungue a veees se expresin en ofros tejidvs. A grandes
rasgos, se trana de los siguientes tipos de proteinas (Figura 1):

a1) Canales de Na'

b) Canales de Ca™

¢} Canales de K*

() Canades asociados a nucledtidos ciclicos

¢) Receptares/eanales asociados a neurotransmisores

1) Receptores asociados a proteinas G

g) Transportadares o acarreadores membranales de vesfeulas sindpticas

h) Transportadores de membrana plasmdtica para neuratransmisores

Desde la década de fos setenta, se establecid que el ltimo grupo de proteinas
mencionado es el responsuble de una rdpida y eliciente finalizacion de dicha camunicacion, y
que se frata de transportadores de alta afinidad, dependientes de Na* y otros iones, que se
encuentran tanto en la membrana plasmdtica de fas terminales nerviosas presindpticas coo en
las membranas de eélulas gliales y que recapturan a sus neorotransmisoses correspondientes una
vez que éstos han dejado de actuar sobre su receptor (Iversen, 19715 Logan y Snyder, 1971,
Erecinska, 1987).

En afos recientes, se ha avanzada mucho en el conocintiento de fas caracteristicas
estructurales de estas protefnas gracias a la aplicacion de detalfados procedimientos bioquimicos
de purificacion y a las téenicas de la biologfa molecular. De munera especial, sobresale el
descubrimiento de una realmente  sorprendente variedad de genes que codifican para
cotransportadores de Na'*, casi todos de expresidn exclusiva en el sistema nervioso (Tablas T y
II). Esta Tamilia multigénica incluye a las secuencias a partic de las cuates se transcriben,
traducen y modifican postraduccionalmente los transportadores o acarreadores de alta
afinidlad para el dcidy y-aminobutirico (GABA)

El GABA es un importante aminoicido  neuroactivo, considerado  como o
reurotransmisor inhibitorio mds abundante en el sistena nervioso, Su principal via de sintesis
consiste en Ia descarboxilacion del dcido glutimico, catalizada por la enzima glutamito
descarboxitasa (GAD), mientras que su degradacion se hace fundumentalmente  través de unat
transiminasa cuya reaccion produce nuevimmeate glutamato mis  semialdehido  suceinico
(Figura 2: Tapia, 1983). Para que ésta dltima reuccién -que ocurre en el interior de I tensninal
presindpticd y en ocasiones en célulus pliales- se feve a cabo, es necesaria fa recaptura def
transmisor, desde el espacio intersindptico, a través de los transportadores especificos que



hewos mencionado, La ¢ ulacion de la actividad de ¢stos transportadores en una
preparaclin - subcelular nriquecida  en terminales  simipticas  aisladas  -log
sinaptosomas- ¢ of tema general del presente trabajo.
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Biologin  molecular  de dos  transportadores  de¢  neurotransmisores.  La
(super)familia de genes GAT

La altfsima variabilidad molecular de los diversos miembros de la familia de transpurtadores
neuronales dependientes de Na* y CE implica que 0 las neuronas y células glinles se
lleva a calio una delieada re;,ulmlon de la revuptora de neuratransmisores, to cual
subraya la importancia de este mecanismo durante la transmision sindptica (Schloss et al., 1994,
Figura 3). £l cotransportador cerebrat de GABA dependiente de Na® y €I ué el sugnulo
cotransportador de Na* en clonarse proveniente de namiferos (Guastetla et al,, 1990) y es o
que le dié nombre i esta familia de genes y protefnas. La estrategia empleads para su clonacion
consistio en usar un oligonucledtido basado en la secuencia de un fragntento de la proteina
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purificada para después seleccionar ¢f mRNA que correspondiera al transportador en una
biblioteca de ¢cDNAs mediante téenicas de hibridizacidn. De lus clonps selectas, una resultd
positiva ca el ensaya de expresion en ovocitos de X, laevis; ésta fué la clona caracterizada en ese
trabajo y se le Hamo GAT-1, La secuencia obtenida de la clona estaba compuesta de 399
residuos, y el andlisis de hidropatia indicaba In presencia de 11 a I3 dominios
transmembranales, En ese momento, ¢l perfil de estuctura secundaria hacfa parccer que la
proteina era muy distinta de otros transportadores, y no se le encontrd simifitud de secuencia
con ningdn otro péptido (Figura 4). Es importante decir, también, que hasta este momento
auin se pensaba que el sistema de recaptura de alta afinldad de GABA dependia
de una protefnn codificada por un solo gen. Como se detllasi mds adelante, en la
actualidad se conocen varios genes distintos que codifican para diferentes acarreadores de
GABA. Muy probablemente, esta multiplicidad génica no sea exclusiva de fas proteinas de
transporte de este aminoficido neurotransiisor.

En el wio de 1992, ¢l esfuerzo de varios grupos de investigacion distribuidos en
diferentes paises hubia dado como resultada fa clanacion, secuenciacion y expresién de siete
cotranspatadores  relacionados, que representaban ya a las principales subfamilias de
cotranspartadores de Na*/CT¢ fa tnica clona que no provenéa de cerebro era la del acarreador
renal de Na*/Cl/betaing (Wright et al,, 1992; Tabla I). Esto se logré mediame el uso de
vectores de expresivn y PCR, usando oligonucledidos derivados del transportador de GABA,
asf como ovocitos de X. luevis y células en cultivo para los ensayos de expresion, En {993 y
1994, el ndmero de clonas diferentes de transportadores crecid, pero nitgunit nueva subfamilia
de transportadores neuronales fué establecida. Durante ¢l afio pasado, fa situacion fué a misma.
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Figura 3. Ll papel de los transportadores de membrana plasmatica pata neuratransmisores. El neurotransmisor
(T).lil]lllil.CL‘lI:ldu en las vesiculus sindpticas, s liberado mediane fa tision de L wsicu'lz;s‘ —cun la nicn;lll)\]rl‘w'l
presimiptica. Después de su dilusion a travds del espacio intersindptico, se asocia con res p.(wls'in‘i Ivli 08 (l’.l'{")ll
aeasionando Kt apertura de caales que con frecuencia turman parte del mismo receptar, La upcnlu.m :li 1: c: 'l-j
puede !!cvur a la produccian de potenciales pastsindpiticos excitatorios 6 inhil)ilnrins‘ (:PSPs o l;’;l;;l)l"lll‘:
({.'m.xunsnr e remuovido del espacio par recaptura miediada por transportadores clectropénicos m.l‘n l-nln; '|~ s")di;)
(Tp). que también translocan otros fones (*). En el caso de los transportadores pcrlcnccicm;‘s a ll;‘s'uvvr‘l"‘()'l"‘
GAT.* representa clorura, que se mueve en la misma direecion que el sodio y of ncuro(runsux%sér F;l ]c; ci?(l li.l
los transpottadores de deido glutdmico, * represents patasio, que se mueve .cn direceion upuu:s'('l. ;I sudi ) , ‘ |
glutamato. La principal Tuerza motriz. para este proceso os el gradiente electryuimico de inncz': \Ilv ‘su .l' ( )- l

mantenido por la ATPasa de sodiofpotasio (P). o e
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La Tabla 1T muestrz + recuento actualizado, omando como base el aticulo de Nelson
y Lill (1994) v una biisqueda hecha en Medline de las bases de datos mids recientes thasta finales
de 1995). En esta recopilacion se tienen en cuenta tunbién dos extraias secuencias, obtenidas a
partir de biblintecas de ¢DNA de cerebro de rata, que son las mis divergentes de tada [a
superfamilia y que no tienen un sustrato cluramente definido (Uhl et al, 19920 Liv e al,, 1993;
El Mestikawy et al., 1994), De cualquier manera, la diferencia entre las Tablas Ty 1 es una
muestra comundente de la explosion de informacion en el drea,

En estas Tablas no se hace mencion de los transportadores de deido glutimico, debido a
que fas caracterfsticas estructurales y Tuncionales de estas moléculas son diterentes de las de los
miembros de la superfamilia GAT. La importancia del glotamato como neurotransmisor en of
sistema nervioso (Kandel et al.. 1991), asf como la complejidad de los sistemas de recaplura det
mismo (Kanai ¢t al,, 1993), merecen un traw detalludo ¢ individual que, evidentenente, estd
fuera del aleance del presente trabajo.

Tabla L La famitia de cotransporttores de Na/Cl: comparacioties de la secuencia de aminodcidos de proteinas
homologis al coransporiador de Na*/CUGABA de cerebro de rala (lomado de Wri_hi e1 al, 19921,

Transportador Numbre Fuente Wemiddd  Sinuliad #dean Referencia
4 cexlifividdos
Na'/CI/GABA GATt  cerchrode rata 100 ) 39 Cuastella et al.
cerehra Je humano 97 100 599 (99
Nelsos ot al.
(19
Na'/Clfglicina GLYTE  cerebrode ra 45 0% 038 Saith ¢ al.
(1992)
Na*/Cl'/beining BGTE  rifiont de perma 52 73 B1E] Yamauchi et al,
(19921
Na*/Cl' dupamina DATt  cerebo de raat Eh] 67 61y Shimada et at.

(1991). Kilty et
al (1991)

Na*/Cl fserotoning SERTY  cerebrode it 43 67 o Blakety et al.
()

Na'fnorndrenaling NETE  crebrode huamno 46 08 617 Pachotezyk et al,
(199

Nu'/protina PROTE  cercbro de rita H 65 637 Fremeau el al,
11992)

La superfamilia del transportador del GABA ostd compuesta por protefnas con 599-799
residuos, Las canstantes de afinidad encontradas por sus sustratos cien dentro ta gama de 0.3-
100 M. De acuerdo con Kanner (1994), la fanilia puede dividirse en cuatro subgrupos: (a)
transportadores  Jde  aminas  biogénicas  (noradrenalina,  dopamina vy serotonina),  (h)
tmmsportadores de GABA, taurina y creating: (¢) transpontadores de prolina v ghicini v (d)
transportadores “huérfanos”. n mi opinidn, los transportadores encontrados en bacterias y
hongos (I coli y S. cerevisiae, Tabla 1) podrian constituir un quinto subgrupo.

Todas eslas proteinas comparien algunos rasgos comunes de estructura secundaria que
las asemejan v tas diferencian de fos micinbros de otras familias de transportadores (Flgura 5).
Cada transportador de by Tamilia GAT estd compuesto por 12 dominios transmembranales
puativos, todos ellos o -hélices. La lalta de un péptido seiial sugiere que tanto el extremo
amino- camo ¢l carboxilo-terminal mirin bacia el citoplasma. Estas regiones contienen sitios
putativas de tosforilacién, que pueden estar involucrados en Ia regulacién de ta recaptura de los
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Figura 8. Organizacién propuesta de las hélices ransmembranales y las asas periféricas de lus transportadores
con doce dominios sransmembranales. Tomado de Nelson v Lill {1994),

Flgura 6. Representacién esquematica del transportador de GABA (GAT-1} y localizacion de los aminoicidos
criticos. Los segmentos transmembranales putaiivos se dibujan como reckingulos. Los sitios potenciales d:
licosilacion se indican con lineas ramificadas, La identidad y posicion de los residuos criticos de GAT-1 se
indican usando ¢l codigo Jde una letra, También se indican fos residuos imponantes para ¢l funcionamiento
aptimos del transportador de dopamina (DAT-1), In este caso las posiciones se indican entre paréntesis, usando la
numeracion de DAT. Tomado de Kanner (1994).
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sostratos. La segunda as. elular, localizada entre las c-hélices 3y 4, es L mids farga v
contiene de 2 a4 sitios Hicostlacion. L alineacion de las secuencias de aminodcidas
deducidas para 13 difererr miembros de esia superfamilia, cuyas sustratos se conocen
tsubgrupos a-c) i revelado spue algunos segmentos de estas proteinas tienen un grado de
<imilitud mavor gue otros. Las regiones mids conservadas (>50% de similitad) son L hélice 1,
junto con el asa extracelukar que ta conecta con Lt hélice 2.y la hélice 5, junta con la pequeiia asa
intracelnlar que la conecta con la bidlice 4 y ef asit un poco nuis larga que la conecta con la hélice
6 (Jursky et al., 1994; Kanner, 1994; Nelson y Lil. 1994), Es posible que estos dominios
participen cn i estabilizacion de una estructura tercimia esencial para a funcidn de todos los
acarreadores. Otra posibilidid es que tengan que ver con a ranslocacion de los iones de sodio;
esi suposicion es de fndole general, porque dnicamente se hisa en suponer que aguellas
regiones conservadas son responsables de lus funcivnes gue tados los transportadores tienen.
Como verenms nuds adelinte, [a idea vriginal de que los dominios trmsmembranales
conservados son las tnicas regiones de importancia en la funcidn de estas protenas no es
correcta,

La region final que comienza a pantir de {a hélice 9 es bastante ihds variable gue ¢l
segmento que canticne s las primeras 8 hélices: por esta razén se piensa que el exiremo
curboxilo-terminal estd involucrado en la translacacion de Jos diferentes sustratos, De hecho, los
segmentos menos conservados son los extremos aming- ¥ carboxilo-termina (Mabjeesh v
Kanner, 1993).

Tabh 1. Diversidad de Jos cotrmsportadores de Na'/Cl caracierizados Basia 1995 (Actuatizado de Nelson y Lill,
1994},

Nutuhre Sindnimo Susiralo Referencias
Humdoptra DOPAT-H Dopaminiy Vandenbergh et al. (1992)
Radoper DOPAT-R Dopanting Shimada et al. (1991
Bovdopatr DOPAT-B Dopaniina Usdin eval, (1991)
Flwnaonr NORAT-i Noradrenalina Pachalezyk eral. (1991)
Nl NORAT-B Norad retraling Pacholeayk et al. (199 )
Rsertran SEROT-R Scrotonina Blakely ¢t al. (1991)

Giy? GLYT2-R Glicina Liw et al. (19933)

Glyd GLYTI-M Glicina Liuer al. (1992¢)

Nitdr NTT4 ! Ut et al, (1992); Liu eval. (1993¢)
Raxtl XTI-R ’ Et Mestikawy etal. (1994)
Gl GABATI-M GABA Liu et al. (1992
Hsgathme GABATI-H GABA Nelson el al. (1990)

Gatl TGAT- GABA Swanson et . (1994)
Rattrasp TAUT-R Taurina Smith et al. (1992)

Taun TAUR-M Taurina Liu et al. (19924)

Dognac tan TAUT-D Taurita Uchida et al. (1992)

Gatd GABATI-M GABA Liw et al. (1993b)




Ratdpat UGABATY-R GARA Bonden etal. (1992

G GABATIM GABA Liveval. (1993b)

G2 GABAT-M GABA Lipes-Corciera et al, (199.))

Pegnebta BETAT-D Betaina Yamauchi et al. (1992)

hi3g BGTE-H Betanit Borden et al ¢1995)

Prote PROT-R Prolina Fremedu et al, (1992)

et CRET-R Creating Mayser et gl (1992 Guimbal
Kilimann (199.3)

tCreaT URETL-T Creatina Guimbal y Kilingann (199:4)

it CRET2-) Creatina Bamwell et al. (1995)

Ugad LG GABA Andié eCal. (1993

Gabp GABP GABA King et ul. (1995)

Los transportadores “huértanus™ difieren de todos los demis micmbros de la familia en
ires fegiones, y comtienen asas extracelulares mucho mis largas entre fas hélices 7y 8y las
hélices 11y 12 (Wright et al, 19920 Amara y Kubar, 1993: Kanwer, 1994). Los
iransportadores de $. cerevisiae yE. coli, a pesar de ser considerados por algunos autores como
permeasas. son especilicos para GABA, y conservan extensas regiones de similitud con onos
miembros de Ja familia, en especial con el transportador de colina en levadura (André et al.,
1993). Por su distribucion filogenética y la Falta de correlacion entre su similitud estructural y el
sustrato que recapturan, considero que estos Gltimos transportadores definen una nuevy
sublamilia.

Algunos de fos sustratos de las protefnas de recaptura pertenecientes a la superfamilia
contienen grupos cargados eléetricamenie. Por o tanto, es pasible que algunos aminodcidas
cargados en el dominio transmembranal de fos transportadores sean esenciales para su funcidn
normal. Los transportadores de Ias aminas biogénicas, por ejemplo, contienen un residuo
cargado negativamente en Ja hélice 1 (aspartato-79). El reemplazo de este residuo en o
transportador de dopamina por alunima, glicina o glutamato, signilicativamente reduce la
recaptura ded sustrato asf como del MPP+, una neurotoxina que induce un estado similar a fa
enfermedad de Parkinson. Aparentemente, el aspartiato-79 de {a hélice 1 interactéia con ¢} grupo
amino de fa dopamina durante e} proceso de transporte, Las serinas-356 y 359 de la hélice 7
también participan en ¢} pegado y traslocacién de ka dopamina, tal vez interactuando con Jos
grupos hidroxifo del catecol (Kitayama et al., 1992).

Para los transportadores de GABA -en paticular para ¢l primer sublipo- se ha
descubierto que sélo uno de cinco amineidcidos cargados ¢ insertos en la membrana, Ia argining-
(Y de Ia hélice 1, es absolutamente esencial para su actividad (Pantanowitz et al,, 1993). No es
s6lo que la carga positiva sey importante, ya que también se vi6 que la sustitucion de este
residuo por otros cargados positivamente no restaura ka actividad. Se piensa que el daia
funcional tampoco se debe a upa disminucion en el recambio ni a un envio deliciente de f1
proteina mutada a la membrana, Los atros tres aminadeidos cargados positivamente y el tnico
cargado negativamente no resultaron ser eriticos. Es posible que el residuo de arginina-69 esté
invalucrado en el pegado de cloruro (Figura 6; Kanner, 1994).

Ademis de Jos aminodcidos cargados, existen aminodcidos aronyiticos que contienen
electrones 7, que también podrian estar involucrados en el mantenimiento de fa estructura y

funcidn de Ins acarreadores (Sussman y Silman, 1992). Con base en lo anterior, Kanner y
Kieinberger-Doton  (1994) mutaron nuevamente aminodcidos Jocalizados en  dominios




transmembranales del ranportaior de GABA (residuos de tiptolano por serinas y leucinas).
Las mutaciones de las posiciones 68 y 222 ten las hétices [y 4. respectivamente) inhibieron
hast en un 0% L recaptura de GABA. De acuerdo con fas alincaciones de los transportadores
antes mencionadas, se ti postulado que el wiptofuno-222 estd involucrado en el pegado del
arupo amino del GABA (Figura 6),

Apenas el aio pisado, ¢l grupo de Kanner hizo un estudio en el que se idenificaron
vtros cuatro aminodcidos cargados negaivamente, pero esta vez localizados a4 un lado de
determinados dominios transmembranales putativos, Se trata de los residuos 52, 287 v 319 de
aspantiito {localizados del Jado amino terminal de las hélices 1, 6 y 7) y del glutamato- 101, que
qaleda hacia el extremo carboxito-terminad de ki bélice 2. Este wabajo resulta justificado por el
hecho de que a veces fos perfiles de hidropatfa tienen una capacidad predictiva limitada, v
aminodcidos que parecen fornwr parte de asits de la proteina en realidad estin deatro de la
membrana, De cualquier modo, estos investigadores concluyeron gue el residuo 101 de la
proteina estd relacionado con el pegado al sodio, pues encontraron gue su reemplazo por
aspartato resul(a en una actividad det 19 con respecto al control, y que no se detecta actividad
alguna cuitndo se sustituye por alanina, glicina o glutamina. El glutamato-101 podria ser eritico
para el cambio conformacional de la protema inducido al pegarse este cation, ya que la coriente
entrante transitoria de sodio observable en la proteina nativa desaparece en las mutantes;
alternativamente, dicho residuo podria ser importante para que ef transportador descargado
experimente un cambio conformacional, de manera que fas proteinas mutadas se quedan fijas en
fa conformacion que mira hacia el citoplasma (Figura 6; Keshet et al,, 1993).

Asi pues, en este momenio contamos con informacién  suficiente  sobre o
transportadores de GABA, en especial sobre la protefna GAT-|, para empezar a explicamos ks
interacciones que se establecen entre esta proteina y el GABA, i Na* y el CI, Sin embargo, ;es
pusible explicar todas las propicdades de e¢sta prateina dnicamente en éminos de los
aminodcidos que la componen?

Bloquimica de los (ransportadores de neuratransmisores. El sistema de
transporte de aita afinidad para GABA cn el sistema nervioso

m)Dependencia Ionica

Antes de que L era de las clonaciones de proteinas acarreadoras comenzars, el principal punto
de interés fue, durante aiios, la identificacion y caracterizacion del proceso de transporte
mediante ¢l uso de compuestos rudiuctivos en ensayos de recaptura. En tiempos nuls recientes,
las téenicas electrofistoldgicas también se ban utilizado para estudiar los detatles luncionales del
transporte de  neurotransmisores. Las  estudios  bioquimicos, c¢omo el presente
trabajo, son eomplementados por la informacidn estructural que lus téenicas
moleeulares han generado, y la ponen en contexto fisioldgico,

Varias preparaciones de tejido nervioso, como las rebanadas de cerebro, los “prismas”
de tejido y los simaplosomas han probudo ser de invaluabie ayuda para realizar la tirea
mencionada arriba. Actualmente se sabe que la recaptura neta de neurotransmisores conto el
glutamato, kit glicimt, el GABA y la prolina es un proceso active mantenido par el gradiente que
se establece a través de la menmbrana plasmdtica por la ATPasa de Na*/K* (Clark y Amara,
1993).  Durante ¢l influjo, diferentes especies idnicas son co- y contratransportadas
simuitdneamente can el sustrato, casi sienpre a favor -pero en ocasiones en contra- de sus
propios gradientes de concentracion. Se ha demostrado, por ejemplo, que tanto el transporiidor
de GABA como el de glicina dependen de las concentraciones extracelulares de Na* v de Ci
(Kanner, 1978; Keynan y Kanuer, 1988; Lépez-Corcuera et al., 1989). En cumbia, fa recaptura
de glutamato depende de Na® extracelular y de K* intracelular (Kanster y Sharon, 1978; Kanner
y Bendahin, 1982), pero no de las concentraciones extracelulares de CF (Figuras 3y 7). Este
dltimo hallazge implicaba una diferenciu fundamental en ¢l mecanismo de tnmsporte que
probablemente representaba que los acarreadores de plutanito pertenecian & una fanulia
diferente de proteinas, como se indicd brevemente ul inicio de esta Introduccién, Lo anterior
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resuhé ser cierto cuando en 1992 res grupos  diferentes  clonaron  simuitineamente
ransportadores para este aminesicido excitador (Kanai et al.. 1993 es una buena revision sobre
¢l termad v contirmuaron que las diferencias tuncionales también son estruclurales.

I:n resumen, los estudios hechos en preparaciones membranales con los transportadores
de GABA y glutamato han demastrado que by recaptura de cualquier neuroransmisor ¢s un
proceso electrogénico. Sin embargo, existen diferencias fundamentales entre ambas clases de
sistemas de recaptura, en cuanto i los iones transportados por cada uno de eflos y la direccion
del transporte de Jos mismos s refiere. Por esta razon, ahora conslderamos u estos
sistemas como los principales representuntes de das superfamilins mutuamente
exclusivas de genes ¥ proteinas, con expresion  preferencial en el sistema
nerviosn.

La electrogenicidad en los sistemas de transpoite de la superfamilia GAT consiste en el
cotransporte de Na® v CI junto con el sustrato o interior de fa célula, que resulta en un
movimiento neto de carga a través de la membrana plasmdtica, interpretable en términos
electroftsioldgicos como una corriente entrante. Para el GABA, los experimentos de medicion
del flujo de Na* y CT han indicado una estequiometrfa aparente de transporte de INa':{Cl
AGABA (Martin, 1976; Kanner, 1978 y [983). En el antfeulo ya citado en el que se presentan
los resultados de la clonacion de GAT-1 y su expresion en ovocitos de X, laevis (Guastella ot
al.. 1990) se confirmd esa proporcion, pues al medir fa corriente entrante asociada con la
cntrada de GABA a los ovocitos, se vid que por cuda moléeula del aminoiicido ingresaba
también una carga positivit. El transportador, seguin esos autores, tiene una akta afinidad por ¢
GABA (7 uM). El andlisis mids reciente de los movimientos de carga a través de uno de los
transportadores clonados ha demostrado que lus comientes de GABA se incrementan
amnentar las concentraciones extracelulares del aminodcidn, asf como las de Na* y CI: los
potenciales crecientemente negativos taunbién aumentan fa corriente entrante. El coeliciente de
Hill medido para el Nu* excedié ln unidad, lo cual confinma que por cada molécula de
aminuicido ingresan dos de estos iones a la eélula (Mager et al,, 1993),

Ademds del transporte del nevmntransmisor al interior de la terminal sindptica, el
acarreador de GABA puede mediar ¢l eflujo y el intercambio de su sustrito, ¢s decir, puede
funcivnar en la direccién opuesta, Entre los procesos en los cuafes participa esle mecanismo se
encientra la liberacion del mismo GABA en sinaptosomas, con independencia de Ca™,
posterior a la estimulacion con alto potasio, en sistenas camo los conos de crecimiento de
newronas de rats (Nelson y Blaustein, 1982; Kanner et al.. 1983; Taylor y Gordon-Wecks,
1991).

h) Regulacion

La comprensién del modo en que trabajan los transportadores de neurotransmisores -entre los
cuales sobresalen, como hemos visto, los que recapturan al GABA- puede ser ttil nv solo para
complementar nuestra idea de la transmision sindptica, sino incluso para el disefio racional de
drogas para el tratamiento de enfermedades como la epiiepsia (Clurk y Amara, 1993). Teniendo
fines como éstos, es importante conocer si existen mecanlsmos de regulacion de I
actividad de estas protefnas, En las secciones que siguen, se hard evidente que hay un
aran mimero de estos mecanismas en varios tipos de neuronas y células gliales, y que muchos
de ellos van mis alld de la simple estructura prinvaria,

En época reciente, se ha implicado a los mensajeros intracelilares como
pusibles elementos regulntorios de los acarreadores neuronales. Se ha visto, por
ejemplo, que activadores potenes de sistemas de segundos mensajeros como el de la protefna
cimitsa C (PKC) regulan el transporte de GABA. Especfficamente, el forbol 12-miristato 13-
acclato (PMA) causa una inhibicion del transporte de GABA en cultivos de astrocitos
dependiente de la concentracién y del tiempo (Gomeza et al., 1991). El andlisis cinético de I
recaptura después del pretratamiento con PMA revel6 un cambio en la constante de afinidad por
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e GABA (K, pero noen L Cecidad mdxima (V) de tansporte. La inhibicin inducida por
ol PMA fué suprimida por el H7, un inhibidor de la PKC. v reproducida por ¢l R39022, un
mhibidor de la diacilglicerol (DAG) cinasa, asi como por el oleoilacetlghicerol, andlogo del
DAG. Estos resultados han sido contirmados en sinaptosomas de corteza cerebral de raa y en
uvacitos de X, laevis, donde se observd que el 12-O-tetradecanoitforbol |3-acetato (TPA). otro
activador de Ta PKC, también inhibe la recaptura de GABA miediada por el transportador GA'T-
(Osawa et al,, 1994),

La activacion de los receptores pard monoaminas ha sido sefabada también como un
elemento de modulacion del transporte de GABA y otros transmisores, en cultivos primarios de
ghia de corteza de rata tilansson & Ronnbick, 199D, El tatamiento de las células con
isoproterenol, un agonisty del receptor -adrendrgico, estimuly la recaptura de GABA, Los
electos de este agonista sobre ks constantes cinéticas pudieron reproducirse con forskolina y
con i toxing del eélera, y s¢ le atribuyen a la adenilato ciclasa y a fa G El transportador podria
regularse de manera indirecta a través de fa ATPasa de Na'/K* o de algiin canal idnico, o bien
foslorilarse directumente; ¢l segundo caso es muy posible, pues se han identilicado ya sitios
puttivos de losforilacidn para varias cinasas en Jos dos subtipos de (ransportadores
exclusivamente neuronales de GABA, el GAT-1 v ¢l GATH (equivalentes a GAT-A y a GAT-
B; Guastefla et al, 1990; Clark et al, 1992), También podria suceder que el transporte se afecte
por cambios en el metabolismo y/o la liberacién de los neurotransmisores, o que se recluten mds
transportadores provenientes de compartimientos intracelutares. Aunque el significado de tos
mecanismos de regulacin i vivo mencionados hasta este imomento no estd muy claro, se ha
postulado que, medianie dichus mecanismos (a) las neuronas controlan sus propias tasas de
recapturit de transmisores bajo diversas circunstancias fisiologicas y () las células gliales
modulan la actividad neuronad (Clark y Amara, 1993; Figura 8),

Aparte de los sistemas de segundos mensajeres, se ha vuelto evidente
que Ins fipidos juegan un papel en Ia regulacién de la funcion de los
transportadores de neurotransmisores. Por ejemplo, fi reconstitucion funcional de estas
proteinas en liposomas requiere de lpidos cerebrales. Shouffani y Kanner (1990) realizaron un
estudto para encontrar qué clases de pidos eran esenciales para fa reconstitucion y encontraron
que ei colesterol era uno de ellos; los proteoiiposomas hechos con colesterol y alguno de varios
otros losfolipidos ¢xhibieron una dptima actividad del ransportador de GABA. Estos clectos
del colesterol se consideran especificos ¢ independientes dei estado de fluidez de la membrana,
ya que st reemplazo con andlogos no afectd fa recaptura, Aungue el modo de accidn del
colesterol ain no estd claro, se ha propuesto que puede interactusr directamente con el
acarreador . incluso favoreciendo la asociacion de subunidades para una correcta funcidn, Un
precedente para ka afinnacion anterior proviene de los estudios hechos en el transportador de
glucosa, del cual se piensa que funciona como un homotetrdmero (Stevens et al., 1990),

Los ganglidsidos, Aspectos estructurales y funcionales que apuntan hacia un
poslisle papel regulntorio de los sistemas de transporte de neurotransmisores

in el presente proyecto de investigacion se empled Ia preparacién sinaptosomal
pura evalunr aspectos regulitorios del sistema de transporte de alta afinldad de
GABA en neuronas, y se explord la posibilidnd de que una clase particular de
lipidos cerchrales funcionen como modulmlores naturales de esta proteina, La
primera evidencia que nos hizo pensar en este sentido fué el uabajo de Zaleska y Erecinska
(1987), quienes describieran por primera vez el efeclo del pretratamiento de sinaptosomas con fa
¢nzima hidrolitica neuraminidasa (NAasa), enzima con una conocida especiticidad por residuos
del wzicar conocido come dcido  N-acelilneuramfnico o cido sidlico, presentes en
glicoconjugados membranales. El efecto consistfa en una inhibicidn del transporte, tanto de
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GABA como de deido aspirtico, de tipo no competitive, corelacionada con la cantidad de dcido
sidlico liberado por la neuraminidasa, En este trabajo se propomin que las proteinas padrian
contener vesiduos de azdcares demro de sy estiuclura que serian imporantes pard su
funcionamiento; ¢l efecto de la neuraminidasa indicaba que el deido sidlico podria cumpliy dicho
papel. Posteriorntente, experimentos realizados por nuestro grupo en la misma prepagsicion
involucraban nuevamente a una woldeula con las caracterfsticas del dcido sidlico membranal-
como la de contribuir con cargas negativas de superficie- al observirse que cuando se quelan los
cationes divalentes Ca™ y Mg™ con EGTA v EDTA, la funcion del acarreador de GABA resulta
inhibida, 1l vez debido a que. bajo condiciones fisioldgicas, las cargas negativas del sidlico son
neutralizadas par ¢l caleio membranal, evenio que podria ser indispensable para conservar Iy
integridad de la membrana y por consiguiente del ransportador (Tapia y Salazar, 1989). En
dicho trabajo se dejd abierta la cuestion de si tales residuos de deido sidlico
otro azicar con caracteristicas similares perteneefan al transportador nativo o a
otras maoléculas asociadas a ¢l

Segtin lo expuesto mis arriba en esta Introduccidn, el primer caso es posible, pues
existen sitios putativos de glicosilacidn en el transportador clonado, asi que ltos azlcares
involucrados en ta funcion de acarreo del GABA bien podrfan ser intrinsecos a la proteina ya
modificada postraduccionalmente. No obstante, la otra allemativa también es posible, ya que,
cono se menciond anteriorniente, el dcido sidlico forma parte de glicoconjugados membranales,
De cllos, los ghicoconjugados conocidos como ganglidsidos nos parecieron los nicjores
candiditos. A continuacion imentaremos justificar nuestra eleecion deseribiendo algunas de sus
caracterfsticas bioquimicas, asf como las funciones que se les conocen y que son relevantes para
los objetivos del presente proyecto de investigacidn.

En la actualidad se conocen aproximadamente 300 clases de glicoesfingolfpidos con
oligosaciridos de constitucion quitnica conocida. En general, pueden clasificarse en dos grupos
(Wiegandt, 1994): (a) glicolipidos neutros y (b) glicolipidos dcidos. Ef segundo grupo de
compuestos se distingue por fa presencia de uno de cuatro sustituyentes: sulfato, deido
glucorénico, piruvato o dcido sidlico. Ganglidsldo es el término genérico usado para
los glicoesfingolipidos que contienen dcldo sidlleo.

Alrededor de 70 diferentes estructuras de aligosaciridos pertenecen a ganglicsidos, y
cuando se toman en cuenta las variaciones en el dcido sidlico, ¢l nimero total de estructuras
aumenta a cerca de 90. Son moléeulas particularmente abundaates y complejus en el sistema
nervioso de los maniferos, aunque no de manera exclusiva; se sabe que fas membranas
celufares de todos fos phyla de animales deuterostomados, con excepeion de los tunicados,
tienen entre sus componeates principales a varios tipos de ganglidsidos (Rahmann, 1983). Tal
vez como un teflejo de sus papeles funcionales especificos dentro de este tejido, los
ganglidsidos se distinguen entre los glicoconjugados de las céiufas por cf modo en que lus
parciones de carbohidratos se van aiadiendo a la porcion lipfdica de la moléeula: salvo algunis
excepeiones, se I encontrado que ¢l paso anabdlico miis temprano en la formacion de un
ganglidsido  es  siempre  la  adicion  de  dcido  sidlico  a factosileeramida
(Galb4GleCer—-NeuAca3Gulbd GlebCer), La estructura de todos los ganglidsidos con actividad
en ¢l sistema nervioso resulta, en gencral, de la extension de la moléeula de sialil-
lactosilceramida por la adicidn de monosacdridos activados por nucledtidos (Wiegandt, 1995).

Por otra paste, dcido sidlico es a su vez el téymino que agrupa a un conjunto de aziicares
que tienen en comin un esqueleto de deido 2-ceto-3-desoxinondnico (Wiegandt, 1994), aunque
es 1iis comtn feer que los dcidos sidlicos son todos los derivados det deido neuraminico. De
cualquier modo, existe consenso en que son dos los tipos principales de este azdear cargado,
cuando forma parte de ganglidsidos: dcido N-acetilneuramfnico (NeuAc, NANA) y dcidu N-
glicolitneuraminico (NeuGe), Ocasionalmente, ambos tipos de dcido sidlico se presentan en I
misma estructura, Los ganglidsidos cercbrales usualmente contienen NeuAc, aunque hay
excepeiones, como la neurohipdfisis de bovino, en Ja cual existe una mayor proporcién de
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NeuGe. Losdcidos sidlicos pueden presentarse también en formas O-acetifadas en el hidroxilo 4
99,y en alpunas formas poco comunes comw fa formi lactona, que s inestable bajo
condiciones alcalinas, y Tormas sulfatadas y metiladas en el grupo hidroxilo 8 (Yu & Saito,
1989; Figura 9).

Can base en los oligosaedridos que presentan, existen cineo familias principales de
ganghiosidos cn el tegido nervioso de Jos vertebrados: gala. hemato, ganglio, lacto v globa (Yu
& Saito, 1989 ver Wiegandt, 1995 para una clasificacion mucho nuis exhaustiva), La mayoria
de los que se encuentran en cerebro pertenecen a la familia ganglio, caractenzada
estructiralmente por fa presencia de N-acetilgalactasamina (GalNAc). En fa serie ganglio. tanto
este azdear como el deido sidlico expin unidas al mismo residuo de galactosa, ¥ par tanto todos
sus miembras san ramificados. En esta familia se encuentran Jos cuatro ganglicsidos mis
abundantes en ¢l cerebro de los vertebrados: GM L, GD1a, GDIb y GT1b. Estas cuatro especies
juntas representan entre el 80 y ¢f 90 % de Jos ganglidsidos totales (Yu y Saito, 1989). D
acuerdo o Avrova et ale (1973), las proporciones de estas especies en membranas
sinaptosomales de cerebro de rata son del 2000, 32.7, 18.5 y 16.6 %, respectivamente, del ol
de ganglidsidos: segiin Rafmann (1983), los ganglidsidos el membrana sinaptosomal din
cuentade catre el 10y el 15 % de los lipidos totales, Los valores promedio de concentracion de
dcido siilivo en un considerable mimero de fracciones sinaptosomales son de eerca de 10 pg Je
deido sidlico por mg de protefna, mientras que para preparaciones de membrana plasmdtic:
sindptica ¢l valor puede Hlegar a 30 pg/mg prot.

L.a nomenclatura usada hasta el momento para distinguir entre Jas diferentes especies de
ganglidsidos se basa en Ia siguiente regla: en los nombres abreviadas, la segunda letra indica ¢l
prefijo correspondiente al nimero de stdlicos presentes, y el ntimero resulta de Ju sustraceion el
nimero de azideares que no son sidlico del nimero cinca:

niimero en li abreviatura del gangidsido=
S-ntimero de aziicares gue no son deido siilico.

Lat letra que aparece al tinal de algunas abreviaturas se retiere a la localizacion de los
residuos de sidlico con respecto al resto de los oligosiacdridos.

La Comisién de Nomenelatura Bioguimica de Ja IUPAC-IUB {J Lipid Res 19: 114
(19783}, asigna los simbolos siguientes a los cuatro principales ganglidsidos del cerebro de Jos
mamiferos:

GMI H3NeuAc-GgOsedCer
GDla IV3NeuAe,IB3NeuAcGgOsedCer
GDI1b 13(NeuAc)2-GpOsedCer
GT1h 1V3NeuAc,H3(NeuAc)2-GgOsed Cer

Lit nomenclatura de Svennerholm (1963, 198(0) ha sido preferida por algunos autores en
lugar de Ja de IUPAC-IUB, tanto en revisiones ¢como en articulos originales. En el presente
trabutjo, por razones de simpleza, continvaremos empleando ta nomencluura mds abreviada, que
fticJuso se usat en Jos libros de texto mis difundidos (ver, por ejemplo. Alberts et ai., 1994) al
referiros a las distintas especies de ganglidsidos,

De modo esquemidtico, Jos ganglidsidos del sistema nervivso central de Jos vertebrados
se componen pues de una “cabeza” con cierto cardcter hidrofflico, formada por un  sialil-
oligosacirido, y un “cuerpa” de caricter hidrofdbico, formado por wna cermmida (es decir, una
estingosina mis un dcido graso: Figura 9). Ya que esta iltima proporcionit un sitio de anctaje a
la monocapa externa de Ia membrana plasmdtica, et oligosacirido sislosilado necesariamente
queda orientada hacia el espacio intersindptico. Por esta razén, los  ganglidsidos
constituyen sitios de reconocimiento en In membrana celular, sumamente
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adecuadas  para  Ia inferaccion  con  una  gran  variedad de  sustancias
extriacelulares, Esta es la base de su paticipaeion en funciones tecepioras v de
reconacimiento célula -célula y célula -sustrato. Por otra fado, son capaces de fluir libremenie a
través de los componentes lipidicos de ta membrana y establecer contactos con proteinas
integrales, modulando su actividad ¢ influenciando la transferencia de informuacion mediada por
L membrana (Tetamanti y Riboni, 19941,
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Figura 9. Estuciuras de los cutpo principales panglidsidus del cetebra de los mamiferos. GMI1, RI=R2=H:
GD 1w RI=NeuAc, R2=11: GDIb, Ri=H, R2=NeuAc; GTHh, R1=R2=NeuAe. Totmado de Ledeen (1985).

Si bien parece ser que, en principio. las diferencias en ef comportamiento fisicoquimico
v en las propiedudes biolégicas de los gangliosidos dependen en gran parte de las cawacterfsticas
de la porcion de carbohidratos, que es sumamente variable, y en menor medida de la
heterogeneidad en Ja constitucion de la ceramida -de hecho, fas diferencias mis notables en la
composicién de la porcidn lipidica de los glicolfpidos del tejida nervioso se han repartado
dinicamente en Lo mielina y en células de neuroblastoma- recientemente se ha observado que
mietabolitos de Jos ganglidsidos como fa esfingosina y la ceramida son capaces de regular
actividades enzimdticas. As{ pues, adems de las claras implicaciones funcionales de la parcion
expuesta de los gangliésidos, parece que ef recambio metabdlico de tos mismos puede ser
impostante en fa formacion de mensajeros intracelulares (Tettamani y Riboni, 1994; Wicgandt,
1995), Los principios anteriores constituyen el fundamento general, en términas celulures y
moleeulares, de algunos de los fendmenos mds atractivos de Ia bioguimica del sistema nervioso:
la sinaptogénesis y la neuritogénesis mediadas por ganglidsidos, asf como sus propiedades
newsoprolectoras en condiciones de excitotoxicidad (Ledeen, 1985 Yuy Saito, 1989; Thonms y
Brewer, 1990; Nagai, 1995).

En resumen, ln Justificaclén del presente trabajo es que existen
suficlentes aspectos bioquimicos de fos ganglidsldos que aseguran su inclusién
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en la lista de lipidos importantes para la funcion de los  acarreadores
neuronales, independientemente  de que  los  residuos  de  dcido  siilico
importantes para lx modulacion de Ia funcién de estas proteinas sean o no
intrinsecos,  Asf pues, decidimos  empezar basdndonos en L aproximacion
experimental  de Zateska y Precinska (1987), consistente en tratar a los
sinaptosomas  con una sialidusa, teniendo en mente los resultados previos
obtenidos mediante los experimentos de quelacion de catelo (Tapin y Salazar,
1989). A la anterior, sumamos la incorporacién de gangliosidos por via
exogenya, mediante procedimientos de incubacion, Lo que nos propusimos en
esta ailtima parte fué averipuar st es que ganglidsidos exdgenos son capiaces de
restituir ta funcion del transportador newronal de GABA, cuando ésta se ha
desorganizada mediante la acelon de slatidasas y otras glicosidasas) también
analizamos el papel del caleio en el efeeto inhibitorio e¢ansado por éstas, y
evaluamos (qué pusa en uny preparacivn sinaptasomal intacta en cuanto a su
contenido de dcido sidlico y otros azieares, a Ia cusl se le incorporan
ganglidsidos exdgenos. En breve, nuestros resultados parecen indicar que, tal
como  fos  estudlos molecubares  recientes han  mostrado, existe on  sitio
intrinseco  de modulaclon de la actividad  del acarreadar, representada  por
residuos de sicido shilico que potencialmente se asocian eon cationes divalenies
enddigenos, pero también una partlcipacion de gangliésidos anclados a la
membrana  de  diversais mancras, e inclusive de otros  glucoconjugados
sialosilados, en in veeindad del transportador y otros sitios, de tal manera que
la presencia natural de fodos estos elementos wembranafes resulta en una
estabillzacion general de b bicapa fipidica de la terminal sindptica, esencial
para la integridad del sistema de recaptura de GABA y muy probablemente de
otrias proteinas aearreadoras con caracterfsticas estructurales similaves,

Un aspecto importante en la fundamentacion de los experimentos reatizados se refiere a
la distribucion de los ganglidsidos enddgenos y su posible interaccion con las proteinis de I
membrana neuronal, en particalar con los transportadores de neurotransmisores. Asimismo,
conocer el modo en que los ganglidsidos exdgenos pueden interactuar con la célula o con una
preparacion subcelular como fos sinaptosomas, resulta indispensable en dicha fundamenticion,

Diversos autores han eliborado hipStesis y experimentado sobre estos puntos. Entre fas
comribuciones nuis importantes a este tema estdn fos trabajos del grupo de H. Rohmann
(algunos ya citados), en especial fas que se refieren a ki distribucion filogenética y las
propicdades Ilslu)qumm.xs de los g:ulghnsldos neuronitles y su relacion con las procesos de
iransmisién sindptica dependientes de Ca®* (ver, por ejemplo, Rahmann et al., 1976; Probst et
al., 1984: Rahmann ¢t al., 1994 y Rahmann, 1995), Este grupo ha postulado un modelo segdn
] uml entre olras cosas, los gangliGsidos enddgenos son impontantes durante ef estado de
repose de la membrana presindptica, pues le confieren rigidez al organizarse en racimos, al igual
ue algunas glucoproteinas, y formiar complejos mediante puentes de caleio y de hidrégeno.
Esta pate det modelo es relevante porque apoya los resultados det trabajo de Tapia y Sulazar
(1989), que indicuban una posible interaccion entre el sidlico v los cationes divalentes sometidos
i quelacicn. De manera similar, la sugerencia de Maggio et ab, (1978 y 1981) en ol sentido de
yue los polisiatogangliosidos son fuscgenos que auxthan a fas vesiculas siwdpticas durante ly
liberacion de transmisores, y que la cantidad de dichos ganglidsidos lusnbcnos se regula
mediante su asociacion con proteinas, abre fa poslblhd.xd pari upa interaccidn directa con los
iransportirdores, muy posibleniente con la participacion det Ca™ locatizado en kr vecindad de
membrana, Aiin no se ha dicho la dltima palabra acerea de cdmo es que los ganglidsidos se
distribuyen sobre la superficie de fa célula, y evidentemente, fas interacciones entre elfos y
proteinas como fa que nos ocupa en {a presente tesis dependerdn en gran parte de los detalles de
st Jocatizacion. Algunos investigadores han postulado que fos gangliosidos no se localizan
tnicamente en las terminales smapuc.h, sino que mds bien se distribuyen de manera uniforme
sobire fa célula entera (Ledeen, 1978), Pero fa mayor parte de lus lineas de trabajo experimental
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parceen indicar que los polisialogangliosidos pueden inducir la fonmacion de dominios, es decir.
de regiones enriguectdis en ganglidsidos y regiones pobres en ellos; esto se ha visto ul menos
e membranas preparadas artificialmente, compuestas de fostandileolina-gangliosido (Masserini
ctal., 1988), ¢ incluso parece que las monosialoganglidsidos ienen uma teindencia mads marcada
a hacer esto (Peters et al, 1984: Ollmann et al., 1987).

I relacion a tos ganglidsidos incorporados par incubacion, los resultados obtenidos
por Toffano et al. (1980) fueron nuestro punta de partida. Bn dicho wrabajo, se estdid el
pegido del gunglidsido GM1  preparaciones de membranas neuronales de cerebro de rata, La
mcorporacion siguid una cindtic bitdsien, en la cual ¢l comportumiento cambid a pantir de
concentraciones de GMI1 de 0.07 4 0.08 pM. Por debujo de estos valares, ¢l proceso fué
deserito coma fento y condujo a wna asociicion estable ¢ frreversible entre ¢l ganglidsido v I
membrana, mientras que arriba de 10 M el proceso fué mucho muds ripido y consistio en una
interaccion débil, de moda que cieta concentracion (ué liberable mediante lavado y pudo
intercambiarse con ganglidsido incorporado posteriormente. Comp s¢ encontrd que en ambos
cisos el GM incorporado reaccionaba con la galactosa oxidasa, se concluya que las cadenas de
aligosaciridos efectivamente se orientaban hacia el espacio extracelular a partir Jde la monocapa
externd, Para explicar las diferencias en la cinética, los autores postularon que, por arriba def
valor ya mencionado, ¢l ganglidsido interacta en fona de micelas que se tusionan i
membrang, mientras que a concentraciones mids bajls la incorporacion resulta de s
interacciones hidrofobicas entre sitios de la membrana y la porcidn hidrofdbica de moléeulis
individuales de ganglidsido, posiblemente en forma de mondmeros. Recientemente, Sagr et al.
(1993) han hecho una revision exhaustiva de los trabajos que se han realizado a fa fecha con
distintas preparaciones cn las cuales se ha tratado de corporar ganglidsidos. De ella, se ha
desprendido gue los dos factores mds importantes para lograr [a incorporacion son I
concentracidn del ganglidsido en el medio de incubicién y el tiempo de la misma. En principio,
nosotros seguimos el protocolo de incubacion de Totfano et al, (1980) el cual, segtin la revisién
ya citada, es el primer trabajo de incorporacién de gangliosidos hecho en una preparacion de
membranas neuronales, pero posteriormente nos apartiimos de las concentraciones usadas pat
cllos debido a que no pudimos encontrar ¢l efecto deseado en los primeros ensayos, como se
describird en la pate de Resultados. Cabe sealar en este momento que. en los trabajos
aludidos, se emplearon ganglidsidos marcados radiactivamente y la incorporacion se determing
directamente, a diferencia del presente trabijo.

Nosotros estimmmos la incorporacion de manera indirecta, tanto cualitativa como
cuantitativamente, El primer tipa de estimacion consiste simplemente en asumir que cualquier
disminucitn o aumento en la recaptura de GABA a través del transportador neuronal, implica
necesarizmente que una cierta proporcion del ganglidsido exdgeno que se ha incorporado de
manera estable a la membrana después de la incubacion; el segundo tpo de estintacion se busa
en las férmudas empiricas obtenidas por Saqr et al. (1993), aproximadas a partir del andlisis de
L literatura referente a las interacciones de diversas especies de ganglidsidos con diversos tipos
de cétulas en cuhtivo y prepiraciones subcelulares de membranas.

Entre los efectos que causa la incorporacion de ganglidsidos exdgenos (especificamente
GM1) sobre las funciones de la maguinaria bioguimica neuronal que nos interesan aqui, esti la
estimulacion de un mecanismo de transparte de dcido glutdmico, estudiado en preparaciones de
membranas sindpticas crudas y purificadus de cerebra de rata. En un principio, se creyd que este
proceso era mds bien una unidn del aminodcido a sus receptores (Hollyiann y Seifert, 1986 v
(989). El cambio en 1 interpretacion del efecto estimulatorio se debié a los siguientes factores,
todos ellos caracierfsticos de un proceso de recaptura: su notable dependencia de la temperatira,
su desaparicion completa cuando eran usadas condiciones de hiperosmolaridad, y el hecho de
yue las preparaciones presentaron vesfeulas reselladas. De acuerdo con estos uutores, esto
uitimo es un requisita para cualquier proceso de transporte. Es tmpontante decir que se trata de
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un proceso inusual, porque es independiente de Na® v Cloy ademids ¢l efecto del GMI se
presenta tGnicamente en presencia de Ca™'. el coad por si misto wambién estimula ¢ transporte
(Hollmann et al., 1988). De moda similar, mediante experimentos realizados en e ganglio
cervical superior y el ganglio nodoso de la rata, en los cuales se incorporaron fos ganglidsidos
GMI1, GM2 y GDIa. se han demastiado efectos sabre [ recaptura de aminoideidos, en
particukr del deido affa-aminoisobutirico (AIB; Nagata et al, 1987). En este trabajo. se
eocomed que el GMI estimula la recaptura del AIB en el ganglio nodoso, mientras que el mismo
ganglivsido inhibe al transportador del gangho cervical superior. La explicacion ofrecida par los
autores para este efecto designal del GMI se basa en posibles diferencias en los sistenms de
segundos mensajeros smediados por receptores entre ambas preparaciones; en particular, el GMI
podria modular Ta funcién de fos receptores para fictores de crecimiento a través de afectir su
grado de fosforilacidn, el cual modificarfa Ia winidad del receptor por el factor de crecimiento
correspondiente. Por iiltimo, recientemente se ha reportudo que el sistema de recaptura de alta
alinidid de colina tambien es muadulado por ganglidsidos (Maysinger et al., 1992), evidencia
que es de particular interds para ¢l presente trabajo y que se describird en detalle en Ia Discusion.

Para fundamentar el otro aspecto bisico para el diseiio de los experimentos de la
presente tesis, el que se refiere a s enzimas usadas para la modificacion del patron de residuos
de dcido sidlico membranal que posiblemente participan en el proceso de transporte de GABA,
se tomaron en cuenta algunas de fas caracteristicas generales del catabolismo de  los
ganglidsidos, entre Fas cue se encucntran las siguientes:

La degradacion de los gonglidsidos procede por pasos separados, en cada uno de los
cuiles se liberan carbohidratos individuales en el orden inverso a como se realiza Iy sfntesis, 1a
mityoria de fas enzimas en la via eatabdlica tienen rasgos que las identifican como protefnas de
origen lisosomal; su sedimentacion se produce entre las 800 y 15000 g: su actividad es mayor
en presencia de detergentes y funcionan mejor a pHs acidicos. E grupo de enzimas mis connin
de degradacion de ganglidsidos es el de fas sialidasas, dentro del cual esti Fa neuraminidasa
cmpleada en el trabajo, citado yu en varias ocasiones, que, entre otros, usamos como buse para
planear el presente proyecto de investigacion (Zaleska y Erecinska, 1987). Las sialidasas
ocurren en compartimentos lisosomales asf como fuera de los lisosomas; entre estos dltimas
estidn fas membranas sindpticas (Schengrund y Rosenberg, 1970; Tettamanti et al,, 1972), En
estos sitios, las enzimas pueden catalizar fa ndrolisis de ganglidsidos enddgenos asf como de
exdgenos. Considerando que una sialidasa puede coexistir con su sustrato natural en Ja misma
membrana plasmdtica, es interesante preguntarse cdmo es que no todo e tiempo los
ganglidsidos se estdn hidrolizando: parece ser que unu posibilidad es que el ganglidsido sc
asocie con otras proteinas membrmales que funcionan como un escudo. Un cjemplo de o
anterior lo proporciona el GM4 que, en presencia de Ia proteiha bisica de la mielina. queda
protegido de la neuraminidasa (Yohe et al,, 1983).

El catabolisme de fos principales oligosiafogunglidsidos del cerebro comienza con el
rompiniento de los dcidos sidlicos terminales, catalizado por alguni sialidasa. Tal como se ha
dicho antes, implicitamente, fas neuraminidasas provenicntes de distintas fuentes se han usado
exitosamente para Ia alteracién de los ganglidsidos de lu superficie celular y para provocar
cambios en su actividad bioldgica. Por ejemplo, la incubacion de rebanadas de hipocampo de
rata con neuraminidasa incrementa la magnitud de la potencincion de la respuesta sindptica
registrada en fa capa de células piramidales, posterior a una estiihulacion de alta frecuencia de las
fibras colaterales de Schaffer (Wicraszko y Seifert, 1985). En ¢l cerebro humano, se ha
cncontrado una sialidasa cuyo sustrato es GTth, y que lo degrada preferentemente a GD1b en
vez de 0 GD1a, indicando que la porcidn sialosilgalactosil puede ser mis susceptible que la
distalosil (Olman et al., 1970). En contraste, el hecho de que ¢l disialosil del GT1b reaccione
con mayor rapidez que el GDIb que se forma después sugiere que para este Gltimo compuesto
existe un impedimento estérico de la enzima (Ando y Yu, 1977). Otro ejemplo de impedimento
estérico de las sialidasas es la limitacién que presenta Ia mayor parte de las neuraminidasas de
animales y bacterias a hidrolizar el dcido sidlico de los monosialogangtisidos GMI y GM2: a
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ese impedimento se le ha llamado “jaula de oxfgeno”, y se supone que consiste en un arreglo de
la molécula de ganglidsido, en la vecindad del enlace cetosfdico del dcido sidlico, que impide
que la neuraminidasa lo hidrolice (Schauer et al,, 1980). Existe un consenso acerca de que el
tramiento de células vivas o de preparaciones subcelulares con esta enzima causa varios
cambios en los glucoconjugados de superficie: la remocién del dcido sidlico de glucoprolefnas;
la conversion de los miembros polisialosilados de la serie gangliotetraosa a GM1; la reduccidn
en el contenido de ganglidsidos pertenecientes a las olras series, por ejemplo, hemato, neolacto
y globo, sin un incremento correspondiente en algin monosirloganglidsido de dichas series; y
por dltimo, un aumento en la voncentracidn de glucoesfingolfpidos neutros como [
lactosilceramida (LacCer; Wu y Ledeen, 1991). Entre las neuraninidasas mds empleadas en el
trabajo experimental, se encuenlran las que provienen de Vibrio cholerae y de Clostridium
perfringens. Ambas presentan, bajo condiciones regulares, el impedimento estérico descrito
anleriormenle, y las preparaciones donde se usan presentan los cambios ya mencionadas,
Después de la hidrlisis de los todos los sidlicos posibles, hasta que la preparacion
queda enriquecida en el monosialoganglidsido GMI, la principal via de degradacién parece ser
lacia GM2, y de este compuesto hacia GM3. Este ganglidsido es otra vez susceptible de
modilicucién por una ncurmninidasa, pues las barreras estéricas ya no existen en GM3. Ef
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primer paso en la degradacion de GM1 involucra a la B-galactosidasa (B-galk se conocen dos
genes distintos para la misma. cuyos productos se localizan en los lisosomas, vy de cllos uno
lidroliza GM1 y el otro galactosileeramida (GalCer: Suzuki ct al., 1980).

Una vez gue se la formado GM 2. el producto es procesado nuevamente, esta vez por la
N-acetil-fi-hexosaminidasa, hacia GM3. Esta enzima lisosomal cataliza la hidrdlisis de residuos
de B-GalNeuAc o de B-GleNeuAc localizados en los extremos no reductores de Jus
gangliosidos, glucolipidos neutros y glucoprotefnas. Existen dos isoenzimas, Tormadas por k
asociacion de dos subunidades peptidicas. La hexosaminidasa A es un dimero en ef cual ks dos
subunidades, a y {3, son estructuralmente muy parecidas, mientras que la hexosaminidasa B es

un homodimero de dos subunidades (3 (Sandhotf et al, 1989). Ambas enzimas acndan sobre
glucoproteinas, mientras que solo Iy A tiene actividad sobre gangliosidos.

Segtin lo anterior, entonces, a partir de upa preparacion enriquecida en GM1 por la
accion de una neuraminidasa, slo existe una manera de hacer que los monosiafoganglidsidos
sean hidrolizados nuevamente por clla: usar secuencilmente nna B-galactosidasa y una
hexosaminidasa, Sin embargo, en ¢l presente rabajo nosotras nos fimitamos al vso de
neuraminidasa y fi-galactosidasa., en concentraciones que fueran mutumnente comparables,
para descartar en o posible otros electos sobre el acareador de GABA que pudieran deberse a
la hidrélisis de azicares no pertenecientes a ganglidsidos. Decimios “en lo pasible” porque,
comw se puede leer en Ja Discusion, tal vez ¢l efecto que encontramos pasa la -galactosidasa no
necesariamente resulta de fa hidrdlisis de sidlicos de ganglidsidos; esta afirmacion se basa en ¢l
tipo de enfaces glicosidicas yue, poiencialmente, la enzima empleada por nosotros puede cortar
(Dwek et al., 1993). Sin embargo, pensamos que nuestra eleccion de tales dos enzimas es
razonable: de acuerdo con Brady (1978), “(...)delido a que el GM2 estd ramifiendo en
su parte terminal, dos vius de degradacion son posibles en principio, a saber: (}a primera) a
truvés de la aeceldn de unn neuraminidnsa que catalice Ia hidrdlisis de NewAc 6 (a
(ravés de) una hexosaminidasa que rompa la moiécula de GulNAc (...)".Asi pues, en
principio ¢s posible hidrolizar la totatidad de los dcldos sidlicos de una
preparacion subcelular -ademds, por supuesto, de un ¢iento mimero de aznicares diferentes
asociados 4 otros glicoconjugados- usando \infcamente una neoraminidasa y una p-
galactosldasa (Figura 10).



OBJETIVOS

A continuacion s¢ enumeran los objetivos particulares del presente trabajo de investigacion.
L.

ro

Reproducir los resultados obtenidos por Zaleska y Erecinska (1987), quienes encomraron
que () la cantidad de deido sidlico liberado de una preparacidn sinaptosonil, incubada con la
enzima hidrolitica neuraminidasa, es directamente proporcional al porcentaje de inhibicion de
laactividad de los transportadores de dicido aspiitico y de dcido y-aminobutirico (GABA) y
{(bique L inhibicidn de la recaptura, producida por dicha enzima, es de tipo no competitivo.
Evaluar fa actividad del transportador de GABA en sinaptosomas. bajo condiciones de
quelacion dJe cationes divalentes enddgenos, ¢ incubados con neuraminidasa. La quelacidn de
dichos cationes inhibe la actividad del transportador de modo reversible (Tapia y Salazar,
1989).

. Evaluar el efecto de la incorporacién a fa membrana sinaptosomal de dos  diferentes

ganglidsidos exdgenos, GMI (un monosialogangliosidoy y GTIb (un trisialogunglidsido)
sobre la recaptura de GABA, tanto en preparaciones incubadas previamente con
neuraminidasa como en olras intactas,

. Evaluar el efecto de la f-galactosidasa, una glucosidasa con actividad hidrolitica sobre

ganglidsidos y otros  glicoconjugados, individuilinente y en combinacién con la
neuraminidasa, ¢n la misma preparacion subcelular.

. Con el mismo protocolo de incubacion enzimdtica usido en los experimentos descritos

arriba, determinar la cantidad de deido sidlico liberado por ambas enzimas.

Estimar de manera indirecta pero cuantitativa la concentracién de ganglidsidos incorporados
por via exdgena a las membranas sinaptosomales empleadas para estudior la funcion del
acarreador de GABA.



MATERIALES Y METODOS
Materiales

Ao Jargo de wdo el estdiv, se emplearon ratones de [a cepa Swiss, adultos y de sexo
masculino, provenientes del bioterio del Instituto de Fisiologfa Celular, UNAM. Los ratones
fueron sacrificados por decapitacion. Los siguientes reactivos [ueron adguiridos de Sigma
Chemical Co. (St Louis, MOY: ['HJGABA (actividad especilica =80 Cifmmol), neuraminidasa

tde V. cholerae), B-galactosidasa «de E. coli), y fas sustancias empleadas en el ensayo del deido
tiobarbitdrico.

Prepuracidn de frucciunes sinaptosamales y ensayos de recaptura de 'HJGABA

En todos fos casos, se usaron sinaptosomas ohtenidos a partir de uno ¢ dos cerebros de ratdn,
previamente desprovisios del cercbelo, el tallo cercbral y tos butbos olfatorios. Se sl;_.llo un
protocolo basado en ¢l métedo enipleado por Lischer ( 1985), que se describe a continuacion:

I. Homogenizacion de los cerebros en 2 ml de sacarosa 0.32 M, pH 7, mediante ¢l uso de
homogenizadores de cristal y mazos de leflén adaptables a un taladro de velocidad controlada,
Este y todos los pasos siguientes de) protocolo se realizaron, en [a medida de lo posible, con los
tuhos dentro de un recipienie con hiclo, en rotores previamente refrigerados y en centrifugas con
una temperatura de aproximadamente 4°C.

2, Centritugacion del homogenado. Condiciones: 1000xg par 10 mib en una centriluga de buaja
velocidad.

3. Centrifugacién del sobrenadante obtenido en el paso 2, usando como colehdn un volumen de
bl de sacarosa 1.2 M, en una ultracentifuga, a uma velocidad de 218000xg y can una @'t de
1.6x10" rad¥s, y empleando aceleracién y desaceleracion lentas.

4. Resuspension de ki fase intermedia obtenida en el paso3, usando un vohimen total de 2 ml de
sacarosa 0,32 M,

5. Centrifugacion de Ju resuspensicn del paso 4 en un colchén de 1 ml de sacarosa 0.8 M,
empleando las mismas condiciones dei piso 3.

6. Resuspension del precipitado en 0.5 ml de buffer Krebs/Hensefeit /Hepes (KHI)
modificado*, adicibnado con glucosa 0.32 M, empleando dicho volumen por cada cevebro
utilizado.

Los \m.lpmsonm obtenidos de esta manera se usaron de manera inmediata en oy
ensayos de recaptura de ['HIGABA. Ef protocofo de estos ensiyos es el siguiente:

la, Incubacion de alfcuotas de 0.25 ml de una prepuaracién sinaptosomal fresca, a una
lemperatura de 37°C durante 20 min, en ausencia o presencia de neuraminidasa (0.04 U/ mg
proy), P-galactosidasa (0.1 U/ mg prot) o wmbas enzimas, Este paso se reatizd en aquelios
experintentos en que se esludio el efecto de la hidrdlisis de los residuos de deido sidlico sobre la
recaptura del aminodcido. En Jos experimentos de quelacidn de cationes divalentes, tanto of
CaCl, como el MgSO, fueron sustituidos por EGTA 100 pM.

1h. Incubacién de alicuotas de 0.25 ml de una preparacion sinaptosomal fresea, a una
temperatura de 37°C duranic 10 min, en ausencia o presencta de los gangliosidos GMI (150,
400, 800 UM y 1.6 mM) y GT1b (800 pM). Este paso se realizd en aquellos experimentos en
que se estudid el efecto que sobre fa recaptura del aminodcido tiene la incorporacidn de
ganplidsidos exdgenos a fa membrana sinaptosomal.



Jay b Incubacion adicional durante 10 min de las alicuotas et paso previo, a 37°C, en un
volumen tinal de 2.5 ml de bufter KHH moditicado. sustituyendo al CaCly vy al MgSO, por
EGTA en los experimentos de quelacion de cationes divalentes.

3. Adicion de una alicuota de 50 ml de [FHIGABA (0.83 mCi: concentracion final=0.5 pM) a
los voltimenes de incubacion del paso anterior,

4. Extraccion por duplicado de aicuotas de 0.4 ml, tamadas a los 60 5. 2 v 4 min, cn odos los
experimentos excepio eén los de cindtica de L actividad de la NAasa, En estos diltimos, se
townaron idénticas alicuotas dnicamente a los 2 min, y la concentracion final de GABA cubrio ¢l

siguiente conjunto de valores: 0.1, 0.5, 2,7 v 15 pM.
5. Filtracion mmediata de las alicuotas en condiciones de vacio, sobre fltgos Millipore de

nitrucelulusa de 0.65 pm de poro,

6. Lavado inmediato por duplicado con 5 mi def bufter KHIY,

7. Disolucion de los filtros en 5 ml de Tritosol 1¥ricke, [975) por cada uno, cn viales
individuales.

8. Conteo del contenido de radiactividad (en cuentas por minuto) en un contador de centelleo
Hquido.

Debido a que los valores control mostraron variacion de una preparacion de tejido a otra,
los ensayos bajo condiciones experimentales siempre se Hevaron a cabo en paralelo con un
control, utilizando la misma preparacion sinaptosomal. Después de corregir Ja fectura def
contador de centelieo (yue mide las cuentas por minuto) ent base a Ia eficiencia de conteo, se
araficaron los resultados, expresindose como picomolas de GABA capturado por mg e
proteina, en funcidn del tiempo,

Métodos de determinacién de dcido sidlico y de proteina

La determinacion de fa cantidad de deido sidlico hidrolizado por las enzinims empleadss en el
presente estudio fue realizada siguiendo Ias modificaciones hechas por Zaleska y Erecinska
(1987) al método de Warren (1959). El protacolo usado fue, pues. el siguiente:

1. Precipitacion de fa protefna contenida en alicuotas de sinaptosomas (1-2 mg de proteina)
previamenie incubados en ausencia o presencia de NAasa y §-gal. a fas concentraciones arribna
mencionadas, mediante el uso de dcido tricloroacdtico al 10%.

2, Centrifugacion (8000xg, 10 min) del volumen total obtenido del paso anterior.

3. Resuspension del precipitado ded paso 2 en 1.5 mi de H,50, 0.05M e ludrélisis a 80°C,
durante 1.5 hr.

4. Centrifugacion de la resuspensisn del paso previo, bajo las mismas condiciones del paso 2.
5. A una alfcuota de 0.2 mi del sobrenadante del puso 4. adicién de 0.1 mi de periodato de sodio
Ob‘.! M, disuclto en deido fosférico 9 M. Lus tubas se agitaron a temperatura ambiente durante
20 min.

5. Adicion de 1 mi de arsenito de sodio al 10%, disuelto en en una solucion de sulfato de sodio
1.5 M- H,80, 0.1 N. Los tubos se agitaron hasta desaparecer el color amarillento de la
solucidn.

6. Adicion de¢ 3 ml de sicido tiobarbitirico al 0.6%, disucko en sulfawo de sodio 0.5 M. Los
tubos se agitaron y cubrieran con cunicas, para después ponerse en un baio Marfa can agua
hirviendo durante 15 min,

7. Incubacion por 5 min en hiclo de fa solucién del paso previo.

8. Transferencia de 1 ml de la solucion def pasa 6 wun volumen de |l de ciclohexanona,

9. Agitacion de la solucion anterior y centrifugacion durante 3 min en centrifuga clfnica,

10. Determinacion de fa absorbancia de la fase orgidnica, a 549 nm.

La cantidad de dcido sidlico liberado se caleula segtin la siguiente ecuicion:
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mmol de dcido N-acetilneuraminico=
(V)itabsy/87= (4. 3abs)/37= (0.075)abs)

Los ensayos de determinacion de la cantidad de proteina presente en las preparaciones
sinaptosomales siguieron el métado de Lowry et al (195D,

Pruehas estadisticas

La iéenica estadistica usida en of presente estudio fue el andlisis de varianza (ANOVA) de una
via, v la prucha para establecer fos intervalos de conlianza de los resuluxlos fue fa prucha de
Fisher de la diferencia minima significativa. La base conceptual de estos métodos puede
vonsultarse en Infante y Zirate (1984). Las pruebas se realizaron en el paquete estadistico para
computidora Number Cruncher Statistical Syster (NCSS),

Las diterencias estadisticamente sigmficativas estin debidaniente indicadas en el texio y
los pies de figura correspondientes a la seceion de Resultados.
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RESULTADOS

Lifecto de la neuraminidasa, el EGTA y los ganglidsidos exdgenos sobre In
recaptura de GABA

Tal como se muestra en la I'i;,ur.\ L1, el tratamiento de los sinaptosomas con neuraminidasa,
previo a L incubacidn con | Il]GABA, resulta en una inhibicidn de cerca del 35% de
recuptura en presencia de Ca™ y Mg™ (n=20). Cuando ambos cationes fueron omitidos Jel
medio de incubacion, fa adicion de EGTA, un quelante de cationes divalentes, incrementd e
grado de inhibicidn hasta un 45% (n=10). En cstos prtmnumos‘ la preincubacion con
neuraminidasa siempre se realizé en presencia de Ca™y Mg™. La ausencia d¢ estos cationes en
todos los medios de preincubacion provocd una inhibicidn ligeramente mayor (55%; n=4).

La adicidn de 150 pM de GM1 no tvo efecto sobre la captura, hubiera 0 no Ca'™* en el
medio de incubacion (n=6, Figura 12). Los niveles de recaptura de GABA uinicamente hajo
condiciones de quelacion del calcio endégeno tampoco fueron distintos de los observados en
presencia del ganglidsido, Con la finalidad de detinir st la composicion de residuos de dcido
stilico de los ganglidsidos determina el incremento en Ia actividad del acarreador o bien ¢l efecto
inhibtlorio, se hicieron ensayos de recaptura con sinaptosomas incubados en presencia del
trisinloganglidsido GT 1h, a la misma concentracion,

Figura 11, CGfecio de la ncuraminidasa
(NAasa; Q.04 U/ mg prol) y del EGTA(IO0
pm) sobre fa recaplum de GABA en

Al sinaprosomas de cerebro de ratdn, Triingulos:
sinaptosomas contral; cuadrados:
sinaptosomas trados con NAasa en presencia
- de C™ y Mg’ rombos:  sinaplosomas
3 tratados con NAasa en presencin de EGTA

~ durate o incubacion  con  [‘HIGADA;

\5\ hexdgonos: sinaposomas tratados con NAasn

L

re

en ausencia de Ca™* y Mg durante todas lus
10 incubaciones. Cada punlo representa el vator
media de 20 qridngutos y cuadrados), 10
(1ombos) y 4 (hexdgonos) experimentos
independientes £ error standard. El efeclo de I
5 neuruninidasa fué significativa
estadisticamente (p<0.US; ANOVA de amy
via, prueha de Fisher de la Diferencia Minima
Significaliva), micntras que ¢l cfeclo de la
[ bbbt h i ks uelacion del caleio no lo fué (p>(.1).
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Figura 12, ifecto de fa NAasa, el EGTA y el GMI(150 tM) sobre fa recaptura & GABA en sinaptosomas,
Tridngulos: sinaptosomas comrol; cuadrados: sinaptosonas tratados con NAasa en presencia de Ca™ y Mg asi
como ¢n presencia de GMI: rombos: sinaptasomas ratados con NAasa ¢n presencia de EGTA duranie la
incubacicn con ['HIGABA; hexdgonos: sinaptosamas tratados con NAasa en ausencia de Ca® y Mg® durante
todas las incubaciones y en presencia de GML. Unicamente es significativo el efecto de la NAasa (p<03).
Flgura 13, Efecto de ta NAasa, el EGTA y el GTib (150 pM) sobre ka recaptura de GABA. Tridngulos:
sinaptosomas control; cuadrados: sinaptosomas tratados con NAasa en presencia de Ca®* y My asi como on
presencia de GTIh: rombos: sinaptosomas trados con NAasa en presencia de EGTA durante 11 incubacidn con
I"NIGABA; hexdgonos: sinaptosomas tratados con NAasa en ausencia de Ca®™ v Mg durame todas tas
incubaciones y en presencia de GTib, De manera shmitar 2 como sucedié con el monosialogangtidsido, ¢ efecta
de protector det GTTb no es significativo estadfsticamente (p>0.1). En ambas Figuras se grafican los valores
promedio de seis experimentos independientes + error standard.

Como se puede observar en la Figura 13, esta concentracién de GT1b (ué totalmente
insuficienie par proteger del efecta de la quelacidn. Cuando fue afiadido en presencia de Ca™,
se observé un pequefio efecto de proteccion (alrededor del 20%:; n=6), no significativo
estadisticumente,

Comm se menciond en fa Introduccion, Toffano et al (1980) deseribieron una cinética de
incorporacidn de ganglidsidos exdgenos (en particular GMI) en membranas de neuronas, segiin
Ja cual, en el rango de interaccidn en forma micelar, los ganglidsidos se asocian a la membrana
de maners estable a partir de Jos 5 minutos de incubacion y hasta los 30 minutos, al menos. La
concentracion elegida para los experimentos arriba descritos (150 M) corresponde a unit
incorporacién de cerca de 30 nmof /ng prol de GMI en el anticulo citado; en vista de que en
nuestro sistenra dicha coneentracion fué insuficiente para encontrar un efecto significativo sobre



la recaptura de GABA, la incrementamos hasta 400 gM. que es la siguiente concemracion
empleada por Toffano y colabaradores, y que corresponde aproximadaniente a 50 nmol/ mg
prot de GM 1 incorporadas de manera estable ata membrana, Cabe sefalar que la concentracion
de ganglidsidos enddgenos cafculada en la preparacion usada en dicho trabajo es de corea de 25
nmol/mg prot,

L empleo de GMT 400 M estimula figerunente Ja recaptura (menos del 20 %; Figura
{da). Bajo el supuesto de que existe una relacion lineal enire 1a proporcion de gangliosidos
incorporidos en la membrana y la acuvidad de los acarreadores, aumentamos fa coneentracion
de GMI. Sin wnbargo, concemraciones mayores de  dicha  ganglidsido  inhiben
considerablemente fa actividad del acarreador en vez de aumentarda: ef efecto inhibitorio es de
alrededor del 25% con 800 uM y mayor del J0% al emiplear una concentracion de 1.6 mM
(Figuras 14b y 14¢). Ei efecto de esta dltima concentracidn fué estadisticamente significativo
(p<0.08). Aparentemente, los polisinloganglidsidos exdgenos no modifican Iy actividad del
acarreadar de GABA min cuando se incuben a concentraciones relativamente altas; el tratamiento
de los sinaptosomas con 800 tM de un GT1b no afecta en absoluto ef curso temporal de la
recaplura del neurotransmisor (Figura 15; n=3).

Cindtica del proceso de transporte. Lfeelo de in nenraminidasu

La Figura 16 representa ef efecto inhibitorio de la neuraminidasa sobre Ia recaptura de GABA
i diferentes concentraciones de [JH)GABA centre (.1 y 15 tM. Los porcentajes de inhibicién
para el transporte en sinaptosomas tatados con neuraminidasa se muestranen la Tabla 11T, asi
como lits constantes cinéticas, abtenidas mediante un andlisis gritico de dobles reciprocas
(Figurn 17). Puede observarse que la inhibicidn en la actividad del acarreador es de tipo no
competitivo, ya que el tratamiento enziwvdtico disminuye tos valores de V,, sin alectar ta K.
La concentracion utilizada de neuraminidasa (0.04 U/mg prot) cae dentro del conjunto de
valores empleado por Zadeska y Erecinska (1987); en dicho trabajo, la recaptura se nidié con
una concentracién constunte de GABA marcado (2 M), variando la concentracion de
neuraminidasa desde 0.00125 hasta 0.05 U/ mg de proteina sinaptosomal; el porcentaje de
inhibicidn repartado por estas autoras s del 60%, idéntico al encontrado en el presente trabajo.
Todas fas diferencias de la Figura 16 son estadfsticamente significativas (p< 0.05).

Lfecto de Ia beta-galactosidasn sobre In recaptura, en ausencin y en presencia
de neuraminidasa

Con la findidad de probar Ia posible participacion de otros tipos de residuos de azdcar en i
funcion del acarreador de GABA, asi coma fa respuesta de las ganglidsidos endégenos a una
glicosidasa sin especiticidad por residuos de dcido sidlico, preparaciones sinaptosomales fueran
tratadas con 1a enzima (-gatactosidasa (f-gad) de E. coli, a una concentracion de 0.1 U/ my
prot. Esta enzima tiene una especificidad por los enlaces glicosidicos Galjt—4Gle (Dwek «
al, 1993) los cuules pueden encontrarse tanto en gunglidsidos como en otras clases de
glicoconjugados. Como se indica en la Figura 18, fa B-gal inesperadamente modula el proceso
de transporte en direcion opuesta ol efecto de la NAasa, aumentindolo signilicativamente,
alrededor  del 70%  (n=8, p<0.05).  Los  resultados  del  tatamiento  de
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Figoea 14, @) Efeco  ligeramente
estimulatorio del GM1 (4K mM) sobre Tn
recaptura de GABA en sinaptosomus, no
significative estadistivamteme (p<.1). (b) ¥y
(¢)  [Ffectos inhibitorios  del  mismo
monosialogangliosido o cancentraciones
mayores (8000 pM y 1.6mM,
respectivamente). Tridngulos:  sinaptosomas
control; coaxdrados: sinaptosonus incubados
en presencit de GML El efecto de Ta
concentracisin - mds  alta  es  signiticativo
estadisticamente  (p<n.05).  Cada  punto
representt el promedio & emor standand &
cineo experimentos independientes,




sinaptosomas con ambas enzimas (Figura 19). muestran que el increiento en la actividad del
acreador se revierte parcialmente, Bajo estas condiciones, el porcentaje de aumento de fa
recaptura es tnicamente del 15% (n=7). Cabe menctonar que estos experimentos se realizaron
siempre en presencia de Ca®en los medios de incubacian,

Determinacion de la cantidad de dcido sidlico liberado por las enzimas

Para fa detenminacion de la cantidad de sdcido <iitico libre proveniente de la hidrélisis realizada
por fas enzimas wtilizadas en el presente trabajo, se tomaron alicuotas de suspensiones
sinaptosomiles (1.5 mg prot), previamente incutbadits con o sin NAasa o [J-gal, a las mismas
coneentraciones empleadas antes, y se trataron como se describe en Zaleska y Erecinska (1987),
Posteriormente, las  sobrenadantes  resultantes fueron  sometidos al ensayo  del  deido
rioharbitdrico (Warren, 1959: ver Materiales y Métodos). Bajo estas condiciones, la NAasa
hidroliza 10.22 £1.24 mol de dicido N-acetilneuraminico (n=3). Por otra parte, fue imposible

detectar producto libre alguno a partir de sinaptosomas pretratados con J-gal. Ambos resultados
estidn de acuerdo con la fiteratura (Zaleska y Erecinska, 1987; Norden et al. , 1974).
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Figara 18, Efecto nulo del GT1b (800 pM)
. subre la recapiura de GABA en sinapiosomas,
20 Cada pumo wpresema el valor promedio
etor - standard  de cines experimenios
independicnies.  Evidemeniente, no  exisle
i0 diferencia alguna emre las dos condiciones.
Tridngulos: sinaplosomas conwol: cuadrados:
simplosomas  incibadps en presencia &
GTih,

(—
e
-

,
a6k '



w-wvwv—v vr—y R B (H)S —r\—}'fv v ¥ v
3
il (L
X - 0.03
RN() ’
= 9 0.0
1) N
0.0l
0 ‘“ 7
0 U] * e
U S S S | A & 0 05 1 13 YO
e ‘\:\\«'\1 1
R /lensr)

Figitra 16. Cindlica de) efecto inhibitorio de la NAasa sobre I recaptura de GABA cn sinaptosomias, Cada
punto representa el valor promedio  error standard de 7-10 experimentos indepemdientes. Tados los valores
experimentales (cuadrados) son  diferentes  significativamente  (p<O.05) & sus correspondientes  controles
(triiingulos).

Figura 17.Grifica de doble reciproca obtenida a paitir de los datos de ta Figura 16, Los valores de V., v de K,
correspondicentes estdn indicados en fa Tabla HI

Estimacion de Ia cantidad de ganglidsido incorporado a la membrana
sinaptosomal

Como se menciond en la Introduccion, en el presente trabajo se ha supuesio que sientpre que se
maodifica el cutso temporal de la recaptura de GABA después de la incubacidn de la preparacion
sinaptosomal con una determinada concentracion de ganglidsido, tal moditicacion es debida a
que cierta proporcién del gangliésido incubado se incorpora de modo permanente y/o estable a
la membrana, y gue dicha interaecion incide dircctamente sobre el funcionamiento de In protefna,
Con la finalidad de hacer cuaniitativa esta relacién, en el presente trabajo se aplicamn los ajustes
empfricos obtenidos por Sagr et al. (1993) para delerminar la cantidad de GM1 y GTlh
incorporados a las preparaciones de metbranas sinaptosomales portadoras del acarreador de
GABA. En particular, se empled la relacidn abtenida por estos wutores para preparaciones de
membrana (basada en Jos datos de Callies et al., 1977; Toffano et al., 1980 y Leon et al., 1981):
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log [cantidad de GM1 incorporado (pmol/mg prou] =

-0.797 +0.93 log [concentracion de GMIT (oM} + 0.267 log [tempo de incubacion del GM1
(minj}

Las concentraciones de ganglidsidos usados en el presente trabajo fueron las sigientes:
GMI: 150, 400, 800 pM y 1.6 mM.
GTi: 150y 800 uM.

El periodo de incubacidn de fos guangliosidos gue se pretendio incorporar por la via
exogena siempre fué de 10 minwtos (ver Materiales y Métodas).
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Figura 18, Efecio inhibitorio de la f-gal (0.1 W/ g prot) sobre la recapturs de GABA en sinaplosomas, Cada
punto representa el valor promedio £ crror standard de ocho experisentos  independicntes.  Tridngulos;
sinaptosomas control; cuadrados: sinaplosomas watados con f-gal. Bl efecto de esta enzima s sigaificativo
estadisticamente (p<0.05).

Figura 19, Reversion parcial del electo inbibitorio de b fi-gat (0.1 U/ mg prot) mediado por NAasa (0.04 U/
mg proi). Cada punto representa ¢l valor prowediv £ cror stindand de siele experinientos indepeadientes,
Tridngulos: sinaptosonas contol; cuadrados: sinapiosomas irtados con NAasa y Bgal. Ll efecto protecior d:
esta Glima enzina no es significativo estadfsticamente (px0.1).
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Los resuftados de aplicar la ecuacion arriba descrita son los siguientes:

GMI 150 M2 19.22 pimol/mg prot

00 pM: 47.85 nmol/mg prot

SO0 M: 9117 nmol/mg prot
1o mM: 173.71 nmol/ing prot

Dehido a que esta ecuacion no incluye entre sus variables al nimera de residuos de deido
sidlico del ganglidgsido, en principio hemos asumido que fas proporciones de GT 1h exdgeno a
cieta  concentracion incorparadas @ i membrana de Jus  sinaptosomas  podrian - ser
aproximadantente  Tas  mismas  que se incorporan de GMI o s concentraciones
correspondientes; sin embargo, esto podifa no ser cierta. El andlisis hecho por Saqr y
colaboradores (1993) de fa incorporacion total a membranas del monosialogangliosido GM3
reportada en dos (rabajos (Callies et al., 1977 y Schwarzmann et al., 1983) realizados en
diferentes laboratorios resulta en una diferente ecuacion de ajuste a fa descrita anterionnente para
T interaceidn del GMI con las membranas celulares, de modo que para determinar fa cantidad
de GT1b incorporado it membranas de manera andloga a como se ha hecho con e GMI, es
necesario contar con uny mayor cantidad de datos experimentales, que a la fecha no estd
disponilile.

Tabla 111, Porcentajes Je inhibicidn de la recaprora de GABA en sinaposomats incubados con nearaminidasa
(0.4 Ui prot), ¢ diferentes coneentraciones de ['HIGABA.

JGABA]}, pM 0.1 0.5 2 7 15 Vi ¥ Koo Vo ¥ Ko
siaplosomas sipaptosomas
control tratados con
NAasa
porceptaje de inhibicion,  $3.0 660 587 598 534 41.66 pmolimg 1587 pmol/ng
0% prot; prot:
2.2 uM 216 uM




DISCUSION

tn el presente trabajo, hemos investigado los  sitios  posibles  de modulacion  del
transportitdor nenronal de altn afinidad para el deido y-aminabutivico (GABA)
por residuos de sicidp sidlico pertenecientes a gunglidsidos 6 independientes de
ellos. Para este propdsito, se pusieron en prictica dJos  estrategias - experimentales
complementirias:

i} madificaciones enzingdticas del patrén de residuos. de deido siilico asociados a [a membrana,
medimte ¢l empleo de enzimas con diferentes grados de especilicidad en su capacidad de
lidrolizar éstos y otros residuos de aziicares, que a su vez son susceptibles «de encontrarse
asociados a muy diversos componentes de la membrana celular, y

it} ensityos de incorporacin de dos especies diterentes de ganglidsidas, consistentes en su
incubacion in vitro a temperatura fisiologica durante periodos de tiempo suficientes para permitir
s asaciacion con los fosfolipidos de la membrana, asociacion que puede ser de diterentes tipos.

En ambas estrategias se emplearon preparaciones sinaptosomales aisladas  segin
procedimientos previamente establecidos (Lascher et al, 1985) para recuperar membranas
stndpticas con umt proporeidn de transportadores  funcionales de GABA  sensible 4
mampulaciones experimentales, Asimismo, In combinacién de estrategias implica que
antes de la realizacion del presente estudlo no estibamos  seguros de la
localizacion exacta de los residuos de deidn sidlico que parecian participar en la
recapturn de GABA, asi como tampaoco estibamos seguros de que foese el unico
tipo de azdcar involucrado en dicho proceso.

La primera de las enzimas wtilizadas en la estrategia (i) Jdel presente trabajo es la N-
acetilneuraminato glicohidrolasy, conacida también con el nombre de neurpminidasa (EC 3, 2,
L. 18). Las fuentes tradicionales de esta enzima hun sido las especies bacterianas Vibrio cholerae
y Clostridium perfringens; el primer trabiajo con Ja enzima fué beclio con la proveniente de I
segunda especie (McCrea, 1947), y su actividad espeeifica sobre ganglidsidos fué reportada por
vez primers por Burton en 1963, En tiempos mds recientes, la enzima obtenida de este bacilo
sigue siendo muy empleada en neuroquimica y existen incluso otras fuentes de la misma, como
Artlrobacter urcafuciens (Hechier ¢t al, 1990). Sin embargo, para conservar en la medida de lo
posible las mismas condiciones experimentales del multicitado trabajo de Zaleska y Erecinska
(1987), en el presente trabujo se empled la neuraminidasa extraida de V. cholerae. De ¢se modo
se reprodujeron correctamente los resuftados oblenidos por estas autoras en fo que respecta al
transportador de GABA, Estos resultados son:

@) una inhibicién del transporte del aminoicido al tratar a una preparacion sinaptosowal con
neuraminidasy a una concentracion tija (0.04 UWmg prot; 60%% de inhibicidn, Fignras 11-13)
y

bjuna modificacién de los pardmetros cindticos, propin de una inhibicidn no competitivit
(disminucicn de la V,,,, mismo valor de la K,; Figuras 16 y 17).

De acuerdo con estas autoras, dichos resultidos deberfun ser interpretados como prueba
de que “tanto el transportador de GABA como ef de aminodcidos deidos estin glicosilados,
ademids de que el dcido sidlico constituye una parte integral del mecanismo de transporte™ (p.
1711). Del mismo modo, ellas proponen que los residuos de dcido sidlico cargados
negativamente “forman parte def sitio de pegado para ¢l Na'. o bien, alternativaniente, estin
involucrados en la conformacion activa del acarreador que pega el catién” (p. 1712). En cuanto
a la glicosilacidn de los acarreadores, fos trabajos recientes de caracterizacion molecular de Ja
familia GAT parecen indicar que un rasgo corniin a todos sus miembros es la presencia de una



Targa s extracelutar entre fos doinios transmembranales 3 v 4, con 3 en realidad de 2 a4 )
sitios putativos de glicostlucion: asi pues, es probable que ¢l acarreador de GABA v
los transportadores neuronales dependientes de sodio s posean  residuos
intrinsecos  de  ieido  shilico  en su  porcion  mds  expuesta  al espacio
intersindptico. Mis win, si bien en ki actvalidad se conocen cuatro variantes molecutires del
sistema de recaptura de GABA en ¢l cerebro del ratén (GAT1, 2, 3 v 4; Liu et al,, 1993), lo cual
establece sin duda st diversidad en cuanto 4 sitios de expresion en el cerebto, es posible que
algunas  diferencias  farmuacoldgicas  adiclomales  vesidan  en  patranes  diferenciales  de
glicosilacion. Avin no se sabe si éste ¢s el caso para las diferentes proteinas de transporte de
GABA caracterizadas basta abora, pero para un transportador cercanatente relacionado, ¢l Je
dopamina, se ha demostrado que las diferencias en el peso molecufar del acarreador provenicnie
del nueleus accumbens de fa riata con respecto al que se encuentra en el estriado (Lew et al,,
1991), desaparecen cundo se fes desglicosila (Lew et al,, 1992), En este sentido, parece ldgico
intentar una purificacion y reconstitucion funcional de estos transportadores desglicosiladas con
¢l ohjeto de comprobar si realmente Ta recaptura del neurotransmisor resulta afectada, La
importancia de estos experitnentos radica en que separarta los efectos de la modificacion de los
residuos de sidlico potenctalmente canstitutivos del acarreador, de los efectos de 1 modificacion
del patron de residuos de deido sidlico constittivos de gangliosidos y otros glicoconjugados
enddgenos, cosa que, por cierto, ¢s imposible lograr bijo las condiciones experimentales
empleadas en ¢l presente trabajo.

Como se ha mencionado antes, ef hecho de que los transportadores deben adyuirir tanto
fos dos jones de sodio (ver Mager et al., 1993, para la revision mds recienle acerca de la
cstequiometrfa del transporte) como el aminoideido para {levar o cabo una traslocacion eficiente
det sustrato, ha sido ya amplianente comprobado (Wheeter, 1980; Nelson y Blaustein, 1982).
Pero la existencia de los sitlos de glicosilaclin  intrinsecos a la proteina no
demuestra que formen ¢ pertenezean al sitio de pegadn del sodio (segunda parte de
la hipdtesis de Zuleska y Lrecinska). De hecho, se sospecha que esa porcién de los
trinsportadores estd compuesta por las regiones de mayor similitud de secuencia, y el asa
extracelular es justamente una de las regiones que presenta mayor variabitidad dentro de la
protefni. Pero ¢ntonees, qué parte de la proteia pega al sodio? Esta pregunta parece dificit de
contestar por ¢l momento, pues inchtso el dominio putativo de pegado de sodio que se eacontré
en el transportador bacteniano de glutamato, basado en una regidén definidu de simifitud de
secuencia de aminodcidos presente en varios cotransportadores de sodio (Deguchi et af,, 1990),
no s¢ encuentra en ningdn miembro de la familia de wansportadores de neurotranstnisores.
Ahora bien, estos motivos comunes o necesariamente tienen que existir, pues sunque (odos Jos
transportadores de neurotransmisores cotransportan sodio, la estequiomerrfu ion-transmisor y fa
codependencia det cloruro extracelutar, principalmente, dificren entre varios mictubros de la
familia asf como en refacidn a otros cotransportadores (Amara y Kuhar, 1993).

Por otra parte, los efectos adiclonales -inhiliitorios-  ejercldos por el
quelante  de calcio EGTA, simultdneamente con la ausencia de  entiones
divalentes y con el tratamiento enzimitico, munque pequedias, se ajustan blen
con la hipotesis de la neutralizacion de las cargas negativas y positivas
presentes en o superlicle membranal, Estas cargas estdo representadus por los cationes
y los residuos de dcido sidlico, respectivamente (Tapia y Salazar, 1989). Sin embargo. esta
hipdtesis no requicre que los residuos de dcido sidlico que participan en ¢f
transporte estén directamente sobre el transportador. Por esa razdn, la estrategia (ii)
¢es vilida porque implica que ta funcion del acarreador de GABA puede reconstitiirse 6
modularse por sidlicos locatizados en diferentes fugiies de la membrana, que obyviamente
corresponden a los sitios donde fos ganglidsidos aplicados por via exdgena han logrado
incorporarse i fa weatbrana,



Los resultados obtenidos siguiendo esta estrategia se pueden inlerpretar como sigue:

Las propiedades anfifilicas de los ganglidsidos exdgenos usados en el presente trabajo les
permiitet formar micelas no esféricas (Cantu et al., 19861 en soluciones acuosas, porque las
coneentraciones usadas estdn por ariba de la concentracién miicelar eritica. Las mivelas de
gangliosidos existen en equilibrio con sus mondmeros. Por esta razdn, los ganglidsidos
asociados a fa membrana pueden encontrarse (1) como moléeulas individuales insertas con la
cersuida dentro de Ta matiz de fostolipidos, (b) adsorbidas comp micelas completas, 6 (¢) de
ambas maneras. Incluso, la membrana puede adsorber ganglidsidos individuales (Sagr et al,
19931 Do cualquier maners, las micelas tienden a fusionarse con los fostolipidos de la
membrana conforme pasa el tiempo (Tetamanti of al.. 1980). £n mrestro sistema, la
concentracion mids baja utilizada (150 pM) de ambos ganglissidos tué insuficiente para proteger
de nuners significativa del efecto de “rasurado” de deido sidlico membranal. B pequeno efecto
conseghido con el GT1b puede atribuirse a las dos cargas negativas adicionales que posee cada
moléenla de wrisiplogangliosido; evidentemente, este efecto estabilizador de la membrana sélo
aparece cuando ¢l caleio estd presente. Mis atdn, la ausencia de un mayor efecto protector de los
ganglidsidos puede deberse al hecho de que el caleio es necesario para que los glicolipidos sean
incorporados por Ta membrana, fendmeno documentado ya para monosialoganglidsidos en
timocitos (Krishnaraj et al., 1980,

Si lu poza endégena de ganglinsidos permunece intacto, ka incubacion con moléenlas
exdgenas, en presencia de calcio. necesariamente debe conducir a un incremiento en ki
concentracion de los mismos. De igual forma, es muy probable que ¢l modo de
asaclacion con la membrana sea en forma de micelas adsorbidas, La observacion
de que las concentraciones altas de GM1 tienen efectos inhibitorios sobre ka recaptura puede
explicarse mediante alguno de los siguientes mecanismos:

) Un cambio en la forma de la manbrana causado por fa adsorcion de las
micelas, que constituye un impedimento esiérico para proteinas transportadoras
previamente expuestas, o bien una regulucién inhibitoria directa de los
aecarreadores por su asociacion con los ganglidsidos. Este efecto inhibitoria se
incrementaria de manera dirccbumente proporcional a la concentracion de ganglidsido asociado,
pero tambien dependerfu del tipo de ganglidsido que forma la micela, pues concentraciones
equivalentes de diferentes glicolipidos tienen efectos diferentes (comparar Figuras 14b y 15),
De hechio, el tamaiio de las micelas decrece de manera considerable al incrementarse el contenido
de deido sidlico de los ganglivsidos (Yohe y Rosenberg, 1972), asi que las micelas de GT1b
constituirfun un menor impedimento para el proceso de recaptura. Una variante de este
argumento descansa en la posible existencia de proteinas membranales que pegan gangliosidos
(Fueshko y Schengrund, 1990; Sonnino et al, 1992), ubicadas en la vecindad de los
transportadores de GABA, que impedirfan uny recaptura apropiada del aminodcido mediante ef
pegudo de ganglidsidos en grandes cantidades que bloguearun ef sitio de pegado para sodio, que
cormo ya hemos dicho antes, no reside dnicamente en el ghitamato-101 de la protefna pero
tampoco exclusivamente en los residuos putativos de deido sidlico del transportador, aunque
clarameite wnbos sitios sean importantes para la fubcion de L proteina. Por otra parte, para dar
cuenta de o anterfor no es necesario suponer un cambio considerable en la forma de
nembrana en su conjunto. Segiin este arguinento, ¢l efecto diferencial del GM{ con respecto al
GT1b incubados a la mismi concentracidn relativamente alta (800 pM) se deberfa a la ausencia
de una proteina que pega el trisialoganglidsido. En cualquier caso, un exceso de ganglidsido
asociado a ki membrana serfa suficiente para modificar el equilibrio de cargas en su superficie,
en virtod de fas cargas negativas de los residuos de dcido sidtico, tal como postutaron Tapia y
Salazar (1989). Sin embirgo, persiste un problema con este hinio escenario: el mayor efecto
inhibitorio deberia esperarse con un ganglidsido asociado que uviese mds cargas pegativas,
050 contrario a lo que se encontrd en el presente estudio.



Existen en principio dos alernativas para describir {a distribucion de fos ganglidsidos
et L membrang newronal: una distribucion homogénea. y una distribucion en dominios v
parches, Recientemente e Ba observado, por medio de microscopia elecironica. que los
ganzlivosidos se agregan en microareas o dominios de membrana (ver Rdsner et al, 1992 v las
denyis referencias ctadas en kv Introduecidny: estos datos sugieren que ademds de una tibre
difusin en el plano de la membrana pueden existir asociaciones reversibles de tos ganglidsidos
con protermis de kr membrana, Esta relacion se ha demostrado para receptores de factores de
crecimiento (Bremer et al., 1986) v para moléculas de la matriz extracelular (Cheresh et al.,
1986). En resumen, es bastante probiable que una vez que los ganglidsidos de
insertan a la membrana, comiencen o interactuar de manera direeta con
proteinas funcionales debido a fendomenos de agregaclon y de separacion de
Fuses, que se han demostrado fisicognimicamente en diversos  sistemas  de
membranas artificinles cver Schifferer et al., 1989 y referencias relucionadas citadas en la
Introdhiccian).

b Un posible efecto metabilico, mediado por fa modificacion en fa estructura
de 1a proteina por el lado que mira hacia el citoplasma. Los transportadores de
neurotransmisores clonados hasta fechas recientes presentin residuos de serina y treonina que
podeian ser sustratos para fa fosfocilacion en el extrenio citoplismico (Amara y Kuhar, 1993),
Istas autoras plantearon un modelo en el cual las acarreadores son modulados directamente por
fosfartlacion, sin aclarar si se wata de una modulacion positiva o negativa. Al purecer, cwando
estos residuns son fostorifadas la recaptura se inhibe, lo cual tiene como consecuencia la
prolongacion de potenciales postsindpticos, que son inhibitorins en ef caso de fa modulacion del
transportador GAT1 (Osawa et al,, 1994). Pucde especularse que cienta proporcion de
gangliosidos internalizadas tal vez es suficiente para interferir con actividades de fos{orilacion;
de fiecho, en algunos sistemas se ha observado que los ganglidsidos son capaces de inhibir fa
actividad de cimisas (Kim et al., 1986); sin embargo, si este fuese el cuso, el transporte deberfu
favorecerse, 4 menos que algunas cinasas diferentes de la PKC a su vez aumentaran L actividad
de los acarreadores en vez de inhibitla. De cualquier manera, parece poco probable que fa
internalizacion de los ganglidsidos pudiese interrumpir un proceso metabdlico de este tipo en
nuestro sistemit, porque Jos tiempos observados para estas actividades son def orden de horas
(Saqr et al., 1993).

¢) Un efecto desestabilizador de la memhrana produeido por la neuraminidasa,
que silo puede ser revertido si los ganglidsidas se incuban antes o al misno
tiempo que b enzima, Como mencionamos en it Introduccion, Maysinger et al. (1992) han
encontrado que fa inhibicién del sisten de recaptura de alia alinidad para la colina (HACU) en
sinaptosomas de cerebro de rata, cansada por derivados del hemicolinio-3, es revertida yor
GM 1, incubade en presencia de concentraciones similures a lus usadas en el presente trabajo. En
este sistema, queda elaro que el efecto protector del ganglidsido es totalmente dependiente de cf
arden de incubacion de las sustancias, pues desaparece si In toxina es aplicada antes del
glicolipido. Es concebible que fa interaccion de fa toxina y los componentes de 1a membrana se:
irreversible y que fa adicién subsecuente de GM 1 no pueda producis una recuperacion completa
de la HACU; en otras palabras, la inserclén  previn de GM{ a la membrana
sinaptosomal hace a las terminales aislodus mids resistentes al daia por neurotoxinas
y, nosotros creemos, al efecto desestabitizador de cargas de superficie ejercido por
sialidasas,

En el presente trabajo, I hidrdlisis de os residuos de deido sidlico siempre se hizo
antes que Iy insercion de los ganglidsidos a fas membranas sinaptosomales. Es nuty posible que
Ia inversién de este orden, es decir, la incubacion de sinaptasomas con ganglidsidos exdgenos
previa u fa exposicidn it neursminidasa, eliminase el efecto inhibitorio que esta enzima causa
sobre ef sistema de recaptura de atta afinidad para GABA.



Como se menciond en | Introduccion, la J-gaksciosidasa, enzima que ha sido
purificada de cerebro y de higado (Gan y Rapport, 1966; Norden et al, 1974) tiene actividad
sobre GMI, pero gue no consiste en la liberacion de dcido sidlico: en estos rabajos loy tnicos
productos detectados fueron galactosay GM2. Mis adn, parece que esta hidrolisis es realizada
por una b-galactosidasa especifica. En este montento, ignoramos si fa enzima que proviene de
E.coli -que hemos usado en el presente trabajo- tiene un espectro de aclividad suficientemente
amplia como para hidrolizar ¢ residuo pafactosil-termina del GMI, convirtiéndolo en GM2,
peto si lo hace, también podria estar hidrolizando residuos de asialo-GMI, lactosileermida y
gulucmsiIccr;mlida. todas elos productos del catabolismo de los ganglidsidos en ta membrana
asi como en los lisasomas (Suzoki et al., 1980; Tettamanti, 1984 Dwek et al., 1993).

La neuramninidasa de V. cholerae no s capaz. segiin el consenso general, de hidrolizar
al deido sidlico de fos monosialogangliosidos GM1 y GMJ: en otras patibras, fa mayarfa de los
investigadores consideran que la neuraminidasa catatiza la hidrSlisis de cicnos residuos de dcido
N-acerilnevraminico de di- y trisialoganglidsidos para dar como producio final de fa reaccidn al
monosialoganglidsido GMI, que no puede seguir siendo hidrofizado (Schauer e al,, 1980,
Ledeen, 1989). Esto se debe a la formacion de un impedimento estérico Hamado “jaula de
oxigeno”, que consiste en que ef siafil “imerno”, ligado a wna galactosa cis-3,4 susiiida, es
inaccesible al sitio activo de T enzima porque la N-acetilgalactasamini unida a la posicion 4 de
la galuctosa le estorba. Esto ya habia sido establecido desde 1963 (Burton, op. cit) y es la base
de que la neuraminidasa se emplee como nna enzima que sirve para enriquecer el contenido de
monosiajogangliosidas, especialmente de GMI, presentes en cudquier preparacién e
membranas neuronales (ver, por ejemplo, Wu y Ledeen, 1991). Sin embiugo, durante los
setentas s¢ publicaron dos evidencias independientes de que la neuraminidasa puede tener
actividad sobre GM2 in vitro (Tallmun y Brady, 1972, Wenger y Wardell, 1973). Asi pues, si
bien la enzima mds apropiada para hidrolizar el sialil del GM2 es una hexosaminidasa (Brady,
1978), las dos enzimas usadas en el presente trabajo pueden ser consideradas como las mils
importantes en ef catabolismo de todos los ganglidsidos: en primer término, la neuraminidasa,
con actividad de sialidnsa sobre polisialogangliésidos, GM3 y probablemente GM2, y en
segundo Jugar Ja B-galactosidasa, con actividad de glicosidasa sobre GMI, galactosil- y
lactositeeramida.

La notable estimulacion del sistema de recapiura de GABA encontrada en el presente
trabajo al incubar la preparacidn con fa enzima 3-galaciosidasa de £, coli puede entenderse como
una cansecuencia de que Ia membrana sinaptosomal! queda despejada de wnu
porcion de azicares de superlicie que potencialmente pueden interferir con la
interaccidn de los transportadores con sus sustratos (es decir, transportadores GAT
con ] GABA), a manera de un impedimento estérico generalizado. En principio,
estos azueares no estarfan eargados, ¥ por lo tanto el equliibrio de cargas de Ia

membrana na se modifiea. Como se esperaba, la -gal no hidroliza residuos de sidlico, lo
cual es una evidencia indirecta de que las protefnas probablemente poseen esta clase de azdcares
de munera intrinseca, manteniéndolas funcionales todo el tiempo al formar u)mplqos con
cationes divalentes. Por otro lado, ¢! efecto que se observa cuando los sinaptosomas
s¢ incuban  simultineamente con  ambas enzimas implica  justamente  la
participacion de los resldnos de sidiieo intrinsecos al acarreador: cl cfecto
inhibitorio de la NAasa, untagdnico ol de la (-gal cuando se incuban jumtas, es
proporcionilmente muy similar al obtenido cuando-solo se usa fa sialidasa (aproximadamente
55Ge; Zaleska y Erecinska, 1987 y el preseme wabajo). Inclusive, como hemos dicho
antes de manera implicita, el efecto de la NAasa de V. cholerae podria ser
mayor si asumimos que e5 capaz de hidrolizar el ditimo sialil dei GM2 después
de su conversién a partir de GMI1, mediada por la -gal de £, coli.



En resumen, la utilizacion de estas dos enzimas, aisladas y en conjunto, pennite
disectar dos procesos separadns de modulacion de la actividad del acareeador:

a) B-galactosidasa: un efecto wecinico de exposicidn de sitios de pegado de
sustratos de la proteina, independiente de cargas de superficie; y
b) neuraminidasas un cfecto electrostitico, medinda por la remocién de azicares
cargados  negativamente, intrinsecas  al aearreador glicosilado,  que  hajo
condiciones normales interactian con cationes divalentes, lo que se traduce ¢n
una inhibicién de tipo no competitivo de la actividad de la proteina,
fividentemente, para tener um iden mds completa de fas caracteristicas def efecto de la
B-palactosidasa es necesario realizar experimentos de cindtica similares a los hechos con
neuraminidasa.

38



REFERENCIAS

Alberts B, Bray D, Lewis J. Raft' M, Roberts K. Watson JD (1994): Molecukur biology of the
cell. Third edition. New York: Garland.

Anara SG, Kohar M3 (19931 Neurotransmitter trapsporters: recent progress. Annu Rev
Neuroscei [o: 73-93,

André B. Hein C, Grenson M. Jauniaux §-C (1993): Cloning and expression of the UGAS gene
cading for the iidducible GABA-specific transport protemn of Succharomyces cerevisive, Mol
Gen Genet 237: 17-25.

Aviova NF, Chenykaeva EY, Obukhova EL (1973): Ganglioside composition and content of rat
brain suheclfular fractions, J Neurochem 20: 997-1004,

Barnwelt LIS, Chaudburi G. Townsel JG (1995): Cloning and sequencing of a ¢DNA
encoding a novel member of the hunian brain GABA/noradrenaline neurotransmitter transporter
family. Gene [59: 287-288,

Blakety RD, Berson HE, Fremear RT. Caron MG, Peek MM, Prince HK, Bradley CC (1991);
Cloning and expression of 4 functional scrotonin transporter Irom rat brain. Nature 354: 66-70.
Borden LA, Smith KE, Hatig PR, Branchbek TA. Weinshank RL (1992); Molecular
heterogeneity af the y-aminobutyric acid (GABA) transport system, J Biol Chem 207: 21098-
20104

Borden LA, Smith KE. Gusiafson EL, Branchek TA. Weinshank RL (1995): Cloning and
expressian of 4 betaine/GABA transporter from human brain. J Neurochem 64: 977-984,

Bremer EG, Schlessinger J, Hakomori S (1986): Ganglioside-mediated modulation of cell
arowth. J Biol Chem 201: 2434-2.440.

Brady RO (1978): Sphingolipidoses. Annu Rey Biochem 47: 687-713.
Burton RM (1963): J Neurochem 10: 503; citado en Wenger y Wardell (1973).

Cantu L, Corti M, Sonnino S, Tettamanti G (1986): Light-scattering measurement on
gangliosides: dependence of micellar properties on molecular siructure and temperature, Chemn
Phys Lipids 41: 315-328.

Clark JA, Amara SG (1993): Amino acid neurotransmitter transporters: structure, function, and
molecular diversity. Bioessays 15 323-332,

Cheresh DA, Pierschtbacher MD, Herzig MA, Mujoo K (1986): Disialoganghosides GD2 and
GD3 are involved in attachment of human melanoma and nearoblastoma cells to extracellnlar
matrix proteins. J Cell Biol J02: 688-096.

Dwek RA, Edge CJ. Hapvey DI, Wormald MR, Parckh RB (1991): Analysis ol glycoprotein-
associated oligosaccharides. Annun Rev Biochem 62: 65-100.

El Mestikawy 8, Giros B, Pohl M, Hamon M. Kingsmore SF, Seldin MF, Caron MG (1994):
Characterization of an  atypical member of the Na'/CF-dependent transporter  family:



cliromosomal locakization and distribution in GABAergic and plutitmatergic neurans in the rat
brain. J Neurochen 02: 445-455,

Erecinska M (1987): The newrotransinitter amino acid transport systems. A fresh outlook ta an
old problem. Biochem Pharmacot 36: 3547-3555.

Fremeau Jr RT, Caron MG. Blakely RD (1992): Molecular cloning and expression ol a high
altinity L-proline transporter expressed in putative glotiumatergic pathways of rat brain, Newron
8: 915-920.

Fricke U (1975): Tritosol: a new seinnillation cocktail based on Triton X-100. Anal Biochem 63:
355-558.

Fueshko SM, Schengrund C-L (1990): Murine neuroblastoma cells express ganglioside binding
sites on their cellular surface. J Netrochem 54: 1791-1797,

Gait' S, Rapport MM (1966): Isolation of B-galactosidase and f-glucosidase from brain.
Biochim Biophys Acta H13: 567-376.

Gomeza J, Casado M, Giménez C, Aragén C (1991): Inhibition of high-affinity y-aminobutyric
acid uptake in primary astrocyte cultures by phorbol esters and phospholipase C. Biochem J
275: 435-439.

Guastella I, Nelson N, Nelson H, Cevayk L, Kenyan S, Micdel MC, Davidson N, Lester H,
Kanner B (1990): Cloning and expression of i rat brain GABA transparter. Science 249: 1303-
1306,

Guimbal C, Kilimaun MW (1993): A Na’-dependent creatine transporter in rabbit brain,
muscle, heart and kidney ¢DNA cloning and functional expression. ) Bial Chem 268: 8418-
§421.

Guimbal C, Kilimang MW (1994): A creatine transporter ¢<DNA from Torpedo ilfustrates
structure /function relationships in the GABA/noradrenaline transporter family. J Mol Biol 241:
317-324.

Hannson E, Ronnbifck L (1991): Receptor regulation ol the glutamate, GABA and taurine high-
aflinity uptake into astrocytes in primary cultiwre, Brain Res 548: 215-221,

Hechter V, Mersel M, Dreyfus H, Maitre M (1990): Effects of phospholipases, proteases and
neuraminiduse on g-hydroxybutyrate binding sites, Mol Celt Biochem 93: 87-94.

Hollmann M, Seifert W (1986): Gungliosides modulate glutamate receptor binding in rat brain
synaptic plasima membranes, Neurosci Lett 65; 133-138.

Hoftmann M, Harnecker J, Seifert W (1988): Calcium jons induce glutamate transport into rut
brain membrane vesicles in the absence of sodium and chloride: evidence for a novel uptuke
site? FEBS Lett 228: 74-78.
Hotlmann M, Seifert W (1989): Glutamate transport and not glutamate receptor binding is
stimulated by gangliosides in a Ca®*-dependent manner in rat brain synaptic plasma membranes.
J Newrochem 53: 716-723.

nfante S, Zirate G (1984): Métodos estadfsticos: un enfoque interdisciplinario, Tritfas, México.



Iversen LL (1971) Role of transmitter uptake mechanisms in synaptic ncurotrinsmission. Br
Pharmacol 41: 371-591,

Jessell T™, Kandel ER (1993): Synaptic transmission: a bidirectional and self modifiable form
of celi-cell communication. Cetl 72/ Newron 10 (Supply: 1-30,

hursky 1, Tamura S, Tamura A, Mandiyan S, Nelson H, Nelson M (1994): Structure. function
and brain localization of neurotransmitter transporters. J Exp Biol {96: 233-295.

Kanai Y. Smith CP, Mediger MA (1993): The clusive tansporters with a high affinity for
slutamate, Trends Neuarosci 16: 305-370).

Kandel ER, Schwartz §11, Jessell TM (1991): Principles of neural science. Third edition, New
York: Elsevier.

Kanner BI (19783 Active transport of y-aminobutyric acid by membrane vesicles isolated from
brain. Biochemistry 17: 1207-1211,

Kanner BT, Sharon 1 ({1978): Active transport of of L-glutunate by membrane vesictes isolated
from it brain Biochemistry 17: 3949-3953.

Kanner BI, Bendahian A (1982): Binding order of substrates to the sodium aid potassium ion-
voupled L-glutamate transporter from rat brain. Biochemistry 21: 6327-6330.

Kanner Bl (1983): Bioenergetics of newrotransmitter transport. Biochim Biophys Acta 726:
293-316.

Kanner B, Bendahan, Radian R ¢1983): Efflux and exchange of y-uminobutyric acid and
nipecotie acid catalysed by synaptic plasma membrane vesicles isoluted from inmature rat brain.
Biochim Biophys Acta 731: 54-62.

Kaner BI 11994); Sodium-coupled neurotranspiitter  trmsport: structure,  function and
regutation, § Exp Biol 196: 237-249,

Keshet GI, Bendahan A, Su H, Mager S, Lester HA, Kanner BI (1995): Glutamate-101 is
critical for the function of the sodium and chioride-coupled GABA teansporter GAT-t. FEBS
Lett 371: 39-42,

Keynan S, Kunner Bl (1988): Gamma-aninobutyric transpont in reconstituted pre paations
from rat brain: coupled sodium and chloride fluxes, Biochemistry 27: 12-17.

Kilty JE. Lorang D, Amara 5G (1991): Cloning and expression of a covaine sensitive it
dopamine transporter. Science 254; 578-579

Kim JYH. Goldenring IR, De Lorenzo RJ. Yu RK (1986): Gangliosides inhibit phospholipid-
sensitive Ca™-dependent pltosphorylation of rat mielin basic proteins. § Newosci Res 150 159-
166.

King SC, Flening SR, Brecluel CE (1995): Ligand vecognition properties of the Escherichia
coli 4-aminobutyrate transporter encoded by gabP. Specilicity of Gab permease for heterocyclic
inhibitors,



Kitayama S, Shimada S, Nu H, Markham L, Donovan DM, Ubl GR (1992): Dopamine
transporter site-directed mutations differentially alter substeate transport and cociine binding.
Proc Natl Acad Sci USA §9: 7782-7785.

Kleinberger-Doron N, Kanner BI (199:4): Identification of tryptophan residues criticat for the
function and targeting of the y-aminobutyric acid transporter (subtype A). I Biol Chem 2049
3063-3067.

Krishmaraj R, Saat YA, Kemp RG (1980): Binding of monosialoganglioside by murine thynus
cells in vitro. Cancer Res 10: 2808-2813.

Ledeen R (1985): Gangliosides ol the neuron. Trends Neurosci 8: 169-174.

Ledeen R (1989); Biosynthesis, metabolism, and biological eltects of gangliosides. In Margolis
RU. Margolis RK (edsy: “Neurobiology of glycoconjugates”. New York: Plenum Press, pp +43-
83,

Lew R, Vaughn R, Simantov R, Wilson A, Kuhar MJ (1991): Dopamine transporters in the
nucleus accumbens and the striatum hawve different apparent molecufir weights. Synapse 8: 152~
133.

Lew R, Patel A, Vaughn RA, Wilson A, Kubar MJ (1992): Microhieterogeneity of dopamine
(ransporters in rat striatum and nueleus accumbens, Brain Res 584: 266-271.

Liu QR, Lépez-Corcuera B, Nefson H, Mandiyan 8, Nelson N (19922): Cloning and
expression ol a ¢DNA encoding the wansporter of taurine and B-alanine in mouse brain. Proc
Nail Acad Sci USA 89: 12145-12149,

Liv QR, Mandiyan S, Nelson H, Nelson N (1992b)y; A family of genes cntcoding
neurotransmitters transporters. Proc Natl Acad Sci USA 89: 6639-6643,

Liv QR, Nelson H, Mandiyan S, Ldpez-Corcuera B, Nelson N (1992¢): Cloning and
expression of a plycine transporter from mouse brain. FEBS Lett 305: 110-1 14,

Liu QR, Lépez-Corcuera B. Mundiyan S, Nelson H, Nelson N (1993a); Cloning and
expression of a spinal chord and brain-specific glycine transporter with novel structural
features. J Biol Chem 268: 22802-22808.

Liu QR, Ldpez-Corcuera B, Mandiyan S, Nelson H, Nelson N (1993b): Molecular
characterization of four pharmacologically distinct y-aminobutyric acid transporters in touse
brain. J Biot Chem 268: 2104-2112.

Liv QR, Mandiyan S, Ldpez-Corcuera B, Nelson H, Nelson N (1993c): A rat Drain ¢cDNA
encoding the neurotranspnitter with an unusual structure. FEBS Lett 315: TH-118.

Logan WIJ, Snyder SH (1971): Unique high affinity uptake systems for glycine, glutamite and
aspartic acids in central pervous tissue of the rat. Nature 234: 297-299.

Lépez-Corcuera B, Kanner BE, Aragdn C (1989): Reconstitution and partiad purification of the
sodium- and chloride-coupled glycine transporter from rat spinal cord. Biochim Biophys Acta
983 247-252,



Lopez-Corcuera B. Liv QR, Mandiyan S. Nelson H, Nelson N (1992): Expression of a mouse
brain ¢DNA ¢ncoding novel y-amino-butyric acid transporter. J Biol Chem 267-17491-17493.
Lascher W, Bolme G, Muller F. Pagliusi S (1985 Improved method tor isolating
synaptosonies from 11 regions of one rat brain: electron microscopic and biochemical
characterization and use in the study of drug effects on terve terminal -aminobutyric acid in
vivo. J Neurachem 45: 879-889.

Lowry OH. Rosenbrough NJ, Famr AL, Randall RI ¢1951): Protein measurement with the Folin
phenod reagent. 3 Biol Chem 193: 265-275.

Mabjeesh NI Kanner BE (1993): Neither amino nor carboxyl termini are required for function

ol the sodium- and chloride -coupled gamma-aminobutyric acid transporter from rat brain. 1
Biol Chem 267: 2563-2508,

Mager S, Naeve J, Quick M, Labarca C, Davidson N, Lester HA (1993): Steady states, charge
movements, ad rates for a cloned GABA transporter expressed in Xenopuy vocytes. Neuron
10: 177-188.

Muggio B, Cumar FA. Caputto R (1978): Biochiem 3 175: HH3-1 1S,

Maggio B, Cuntar FA, Caputto R ([981): Biochim Biophys Acta 650: 69-87.

Martin DAL (1976): Carrier-mediated transport and removal of GABA from synaptic regions. In
Roberts . Chase TN, Tower DB ieds): "GABA in Nervous Systen Function™. New York:
Raven Press, pp 347-386.

Masserini M. Palestini P, Venerando B, Fiorilli A, Acquoti D. Tettamanti G (1988): Interactions
of proteins with ganglioside-enriched microdomains on the membrane; the lateral phase
separation of molecular species of GD1a ganglioside having homogeneous long chain hase
composition is recognized by Vilwio cholerae sialidase. Biochemistry 27: 7973-7978,

Mayser W, Schiloss P, Betz H (1992): Primary structure and functiontaf expression of a choline
transporter expressed in the rat nervous system. FEBS Let 305: 3{-36.

Maysinger D, Leavit BR, Zore B, Buwla I, Fernandes LG, Rebeiro-da-Silva, A (1992):
Inhibition of high-affinity chioline uptake in the mt brain by newrotoxins: effects of
monosialoganglioside GM1. Neurochem Int 20: 289-297.

McCrea JF (1947): Aust J Exp Biol Med Sci 25: 127; citado en Wenger v Wardell (1973).
Nagai Y (1995): Functional roles of gangliosides in bio-signaling. Behav Brain Res 06: 99-104,
Nagata Y. Ando M, Iwata M, Hara A, Taketomi T (1987): Elfect of exogenous gangliosides on
amino acid uptake and Na*-K*-ATPase activity in superior cervical and nodose ganglia of rats. J
Neurochem 49: 201-207.

Nelson 1. Mandiyan S, Nelson N (1990): Cloning of the human brain GABA transporter.
FEBS Lett 209: 181-184.

Nelsan N, Lill H (1994): Porters and neurotransmitter transporters. § Exp Biol 196: 213-228,

43



Norden AGW, Tennant LL. O'Brien JS (19745 GMI ganghioside f-walactosidase A, 1 Bjol
Chem 249: 7969-7976,

Ohman R, Rosenberg A Svemnerholm L ¢1970): Human brain sialidase. Biochemistry 9; 3774-
72

Ollmann M. Schwarzmann G, Sandhoft K, Galta 1-1 11987); Pyrene-labeled gangliosides:
micelle formation n acquoas  solution. Tuteral diffusion and  thermotropic  behavior in
phosphatidy lcholine bilayers, Biochenistry 26: 5943-5952,

Osawa 1L Saito N, Koga 1. Tanaka C 1994y Phorbof ester-induced inhibition of GABA uptake
by synraptosomes and by Xenopus oocytes expressing GABA tansparter 1GAT 1), Nearosci
Res 19: 287-293.

Pacholezyk T, Blakely RD. Amara SG (1991) Expression cloning of o cocaine- and
antidepressant-sensitive human noradrenaline transporter. Nature 350; 350-354,

Panianowitz S, Bendahan A, Kanner BY (1993): Only ane of the charged amino acids located in
the transmienibeane a-helices of the y-aminobutyric acid transporter (subtype A is essemtial for
its activity. J Biol Chem 268: 3222-3225.

Perers MW, Methom IE, Barber KR, Grant CWM (1984): Evidence of a distribution ditference
between two gangliosides in bilayer membranes, Biochim Biophys Acta 778: 419-428,

Probst W, Mabius D, Ranmann H (1984): Modulatory effects of different temperatures and
Ca'* concentrations on gangliosides and phospholipids in monolayers at air/water interfaces and
their possible functiona rofe., Cell Mol Neurobiol 4: 157-176,

Rahmann H, Rosner H, Breer H (1976): A functional model of sinoglyco-macromolecules in
synaptic transitission and memory formation. J Theor Biol §7: 231-237.

Rahmann H (1983): Functional implication of pangliosides in synaptic  transmission.
Newrochem Int 5: 539-547,

Ratmann 1, Rosner H, Korje K-H, Beitinger H, Seybold V (1994): Ca’-ganglioside-
interaction in neuronal differentiation and development. Prog Brain Res 101: 127-445,

Rahmann H (1995): Brain gangliosides and memory formation. Behav Brain Res 66: 105-1106.

Risner H, Al-Aqum M, Sonnentag U, Wurster A, Rahnmann H (1992): Cell surface
distribution of endogenous and effects of exogenous gangliosides on neuronal survival, cell
shape and growth in vitro. Neurachem Int 20: 409-419,

Saqr HE, Peart DK, Yates AJ(1993): A review and predictive models of gangliuside uptake by
biological membranes. J Neurochem 61: 395-4t 1,

Schaver R, Veh RW, Sander M, Corfield AP, Wiegandt 1 (1980): *Neuraminidase-resistant”
sialic acid residues of gamgliosides. Adv Exp Med Biol 125: 283-294.

Schengrund CL. Rosenberg A (1970): intracellular Jocation and properties of brain sialidase, J
Biol Chem 245: 6196-6200.



Schitferer F, Beitinger H, Rahmann H (1989): Comparative moleculir investigation with acidic
glycosphingolipids from vertebrates and invertebrates as model for their functional roles in
biomembranes, Biol Chem Hoppe-Sevler 370: 630,

Schluss P, Pitschel AW, Betz H (1994): Neurotransmitter transporters: new members of known
families. Curr Qpinion Cell Biol 6; 595-599.

Shimada S, Kitayama S, Lin C-L, Patel A, Nanthakumar £, Gregor P, Kuhar M, Uhl G
(1991 Cloning and expression of a cocaine-sensitive dopamine transporter complementary
DNA. Science 254: 576-578.

Shouffani A, Kanner B (1990): Cholesterol is required for the reconstitution of the sodium-
and chloride-coupled g-aminobutyric transporter from rat brain. J Biol Chem 265: 6002-6008.

Smith KE, Borden LA, Wang C-H, Hartig PR, Branchek T, Weinshank RL (1992): Cloning
and expression of a high-affinity taurine (ransporter from rat brain. Mol Pharmacol 45 573-
509.

Sonnino S, Chigorno V, Acquotti D, Pitto M, Kirschner G, Tettamanti G (1992): Specific
ganglioside-cell protein interactions: a study performed with GM! ganglioside derivative
containing photoactivable azide and rat cerebral granuttar cells in culure. Neurochem it 20
3is-321

Stevens BR, Ferndndez A, Hirayama B, Wright EM, Kempaer ES (1990): Intestinal brush
border membrane Na® glucose cotransporter functions in site as a homotetramer. Proc Natl
Acad Sci USA 84: 1456- 1460,

Svennerholm L (1963): Isolation of gangliosides. Acta Chem Scand 17: 239-250.

Svennerholin L (1980): Ganglioside designation. Adv Exp Med Biol 125: 11.

Sussman JL. Silman 1 (1992): Acetylcholinestrase: structure and use as a model for specific
cation-protein tntersictions. Cuir Opinion Struct Biol 2: 721-729.

Suzuki K, Tanaka H, Yamanaka T, Van Damme O (1980): The specificity of §-galactosidase in
the degradation of gangliosides. Adv Exp Med Bial 125: 307-318.

Swanson GT, Umbach JA, Gundersen CB (1994): Glia of the cholinergic electromotor nucleus
of Torpedo are the source of the ¢DNA encoding a GAT-1-like GABA transporter, J
Neurochem 63; 1-12.

Tallman JI%, Brady RO (1972): The catabolism of Tay-Sachs ganglioside in rat brain tysosomes.
] Biol Chem 247: 7570-7575.

Tapia R (1983): y-aminobutyric acid, Metabolistn and biochemistry of synaptic transmission. in
Lajtha A (ed): “Handbook of Neurochemistry™. New York: Plenum Press, Vol 3, pp 423-466,

‘Fapia R, Salazar C (1989): Chelation of endogenous membrane calcium inhibits y-aminobutyric
acid uptake in synaptosomes. J Newrosci Res 24: 293-298,

Taylor J, Gordon-Weeks PR (1991): Calcinm-independent y-aminobutyric ucid release {rom
growth cones: role of y-uminobutyric acid transport. ] Neurochem 56: 273-280.

45



Tettannnt G. Preti A, Cestaro B, Venerando B, Lombardo A, Gludoni R, Sonnino S (1980):
Gungliosides. neuraminidase and sialyltransterase at the nerve endings. Adv Exp Med Biol 125
263-281.

Tetamanti G (1984); An outline of ganglioside wetabolism, Adv Exp Med Biol 174 197-211,
Tettlamanti G, Riboni L (1994); Gangliosides wrnover and neural cells function: a new
perspective. Prog Brain Res 1012 73-100,

Thomus PD. Brewer GI (19901 Ganglivsides and synaptic iransmission. Biochim Biophys
Acta 031 277-289.

TolTano G, Benvegnit D, Bongeni AC, Facei L, Leon A, Orlando P, Ghidoni R, Tenamanti G

(1980); Imeractions of GMIE ganglioside with crude rar biain: newronal membranes.
Neurochem 35: 861-860.

Uchida S. Kwon HN, Yamauchi A, Preston AS, Marumo F, Handler J$ (1992Y: Molecular
cloning of the cDNA for an MCDK cell Na'- and Cl-dependent taurine transporter that is
regulated by hypertonicity. Proc Nath Acad Sci USA 89: 8230-823d,

Ul GR, Kitayama S, Gregor P, Nunthakumar E, Persica A, Shimada 5 (1992);
Neurotransmitter transpoter funily ¢DNAs, in a rat mid-brain library: ‘Orphan transporiers’
suggest sizable structural variations, Mol Brain Res 16: 353-359.

Usdin TB, Mezey E, Chen C. Brownstein MJ, Hoffman BJ (1991): Cloning of the cocaine-
sensitive dopamine transporter. Proc Natl Acad Sci USA 88: H168-11171.

Vandenbergh DJ, Persico AM, Uhl GR (1992): A humvan dopamine transporter cDNA predicts
reduced glycosylation, displays a novel repetitive element and provides ractally-dimorphic Tag |
RFLPs. Mal Brain Res 15: 161-160.

Warren L (1959): The thiobarbituric acid assay for sialic acids. J Biot Chem 234 1971-1975.

Wenger DA, Wardell § (1973): Action af neuraminidase (EC 3.2.1.18) from_Clostridium
perfringens on brain gangliosides in the presence of bile salts,  Neurochem 20: 607-612.

Wheeler DD (1980): Sodium dependence of GABA transport in rat  hypothalamic
synaptosomes, J Neurosei Res 5: 323-337.

Wiegandt H (1994): Principles of glycosphingolipid-oligosaccharide constitution. Prog Brain
Res 101: 63-73.

Wicgandt H (1995): The chemical canstitution of ganglivsides of the vertebrate nervous systen.
Behav Brain Res 66: 85-97.

Wicraszko A, Seifert W (1985): The role of monosiatoganglioside GM I in synaptic plasticity: in
vitro study on rat hippocampat stices. Brain Res 345; 159-164.

Wieraszka A, Seifert W (1986): Evidence far the functional role of monosiatoganglioside GM I
in synaptic transinission in the rat hippocampus. Brain Res 3712 305-313.

Wiight EM, Hager KM, Turk E (1992): Sodium cotransport proteins. Curr Opinion Celf Biol
4: 696-702.

46



Wu G. Ledeen RW (1991) Stimulation of neurite outgrowih in neuroblastome cells by
neurtminidase: putative role of GM1 ganglioside in ditferentiation. J Neurochem 56; 95- 104,

Yamauchi A, LUchida S, Kwon HM., Preston AS. Robey RB, Garcia-Pérez A, Burg MB,
Handler JS (1992): Cloning of a Na*- and Cl-dependent betaine transporer that is regulated by
hypertonicity. J Biol Chem 267: 649-652,

Yohe H, Rosenberg A (1972): Interaction of triiodide anion with gangliosides in aequous
indine. Chem Phys Lipids 9: 279-284,

Yu RK, Saito M (1989): Structure and loclization of gangliosides. In Margolis RU, Margolis
RK (eds): “Neurobiology of Glycoconjugates”, New York: Plenum Press, ppl-42.

Zaleska MM, Erecinska M (1987): Role of sialic acid in synaptosomal transport of aminoacid
transmitters. Proc Natl Acad Sci USA 84: 1709-1712,

47



	Portada
	Introducción
	Objetivos
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Referencias



